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POVZETEK 
Mezenhimske matične/stromalne celice (MSC) so redka, heterogena skupina multipotentnih 
celic, ki izvirajo iz mezodermalne zarodne plasti. Nahajajo se v številnih tkivih fetusa in 
odraslega organizma, njihova izolacija pa je možna tudi post mortem. Izolacija MSC je dokaj 
enostavna zaradi njihove adherence na plastično površino, kljub temu pa vedno dobimo 
heterogeno kulturo celic. MSC so tkivno specifične, na njihovo rast v pogojih in vitro 
vplivajo številni dejavniki, kot so spol, starost, prisotnost sistemskih bolezni in poškodb pri 
donorju, uporabljeno gojišče in pasaža. V kulturi imajo omejen proliferacijski potencial, saj 
po določenem številu populacijskih delitev vstopijo v stanje senescence. 
Namen naše naloge je bil ugotoviti prisotnost razlik v kinetiki rasti in osteogenem potencialu 
med različnimi donorji ter celicami, izoliranimi iz različnih tkiv. V magistrski nalogi smo 
analizirali MSC, ki so bile izolirane iz skeletne mišice gluteus medius in trabekularne kosti, 
odvzete bolnikom z osteoporozo (OP), osteoartrozo (OA) ter donorjev post mortem brez 
mišično-skeletnih bolezni. Kinetiko rasti smo spremljali s kumulativnim številom 
populacijskih delitev, testom sposobnosti tvorbe kolonij (CFU) in časom populacijskih 
delitev (PDT). Osteogeni potencial smo določali s histokemijskim barvanjem z barvilom 
Alizarin Red S (ARS) in z merjenjem izražanja osteogenih genov s kvantitativno verižno 
reakcijo s polimerazo v realnem času (qPCR). Kinetika rasti je različna med vzorcema, 
izoliranima iz skeletne mišice in trabekularne kosti. Vzorci, izolirani iz skeletne mišice 
bolnikov z OP in OA, so bili sposobni tvoriti več kolonij kot vzorci iz trabekularne kosti. 
Sposobnost tvorbe kolonij se tekom naraščanja pasaž znižuje in tik preden večina celic vstopi 
v senescentno stanje, celice niso več sposobne tvoriti kolonij. Največji začetni CFU sta imela 
vzorca, izolirana iz bolnikov z OA, sledita vzorca iz bolnika z OP, najnižji CFU pa sta imela 
vzorca, izolirana iz donorja post mortem. Čas populacijskih delitev se je na začetku počasi 
podaljševal, preden so celice postale senescentne, pa se je zelo podaljšal. PDT vzorcev, 
izoliranih iz skeletne mišice, je bil krajši kot PDT vzorcev iz trabekularne kosti. Osteogeni 
potencial se z naraščajo pasažo znižuje in je bil pri bolnikih z OA v primerjavi z bolniki z 
OA in kontrolnimi vzorci višji, kljub temu pa je bil tudi pri bolnikih z OA nizek. To je 
verjetno tudi vzrok, da na molekularnem nivoju poteka osteogeneze nismo uspeli potrditi.  
Ključne besede: mezenhimske matične/stromalne celice (MSC), gojenje in vitro, kinetika 
rasti, osteogeni potencial  
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ABSTRACT 
Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are rare heterogeneous group of multipotent 
progenitors originating from the mesodermal germline. They have been isolated from many 
fetal and adult tissues as well as post mortem tissues. Isolation of MSCs is quite simple due 
to their adherence to the plastic surface; nevertheless, we always obtain a heterogeneous cell 
culture. MSCs are tissue specific. Their growth in vitro is influenced by many factors such 
as gender, age, the presence of systemic diseases and injuries, the medium used and passage 
number. In culture, they have a limited proliferation potential, since after a certain number 
of population doublings they enter the senescence. 
The aim of our research was to determine whether the growth kinetics and the osteogenic 
potential of the MSCs differ between cells isolated from different tissues and different 
donors. MSCs samples were isolated from skeletal muscle gluteus medius and trabecular 
bone harvested from patients with osteoporosis (OP), osteoarthritis (OA) and post mortem 
donors without musculoskeletal disorders. The growth kinetics were monitored by a 
cumulative number of population doublings, a colony forming units test (CFU) and a 
population doubling time (PDT). The osteogenic potential was determined with Alizarin Red 
S (ARS) staining and measurement of osteogenic gene expression using real-time 
quantitative polymerase chain reaction (qPCR). The results have shown that the ability of 
MSCs to form colonies decreases with passage number and that they are no longer capable 
to form colonies just before most of the cells enter the senescence. Samples isolated from 
skeletal muscle of donors with OA and OP formed more colonies than samples isolated from 
trabecular bone. The highest CFU had samples isolated from the patients with OA, followed 
by samples from the patients with OP. Samples isolated post mortem had the lowest CFU. 
Population doubling time slowly increased at the beginning however, it was considerably 
prolonged before cells underwent senescence. PDT of the samples isolated from skeletal 
muscle was shorter than those from trabecular bone. With passaging the osteogenic potential 
is decreasing and is higher in patients with OA than from patients with OP and cadavers; yet 
the osteogenic potential of OA samples was low. Consequently, the gene expression analysis 
did not confirm the osteogenesis.  
Key words: mesenchymal stem/stromal cells (MSCs), in vitro culture, growth kinetics, 
osteogenic potential  
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β-GP β-glicerofosfat; angl. β-glycerophosphate 
BMP2 kostni morfogenetski protein 2; angl. bone morphogenetic protein 2 
cDNA komplementarna DNA; angl. complementary DNA 
CFU test sposobnosti tvorbe kolonij; angl. colony forming units test 
COL1A1 alfa 1 veriga kolagena tipa I; angl. collagen type I alpha 1 chain 
cPD kumulativno število populacijskih delitev; angl. cumulative population 
doublings 
Cq cikel kvantifikacije; angl. quantification cycle 
Dex deksametazon; angl. dexamethasone 
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DMEM-LG Dulbeccovo modificirano Eaglovo gojišče z nizko koncentracijo 
glukoze; angl. Dulbeccos Modified Eagles Medium Low Glucose 
F istosmerni; angl. forward 
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gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza; angl. glycerealdehyde-3-
phosphate dehydrogenase 
HS konjski serum; angl. horse serum 
KO-MSC mezenhimske matične/stromalne celice izolirane iz kosti; angl. bone-
derived mesenchymal stem/stromal cells 
KOT Klinični oddelek za travmatologijo Kliničnega centra v Ljubljani 
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OBV Ortopedska bolnišnica Valdoltra 
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Runx2 transkripcijski dejavnik 2 z ˝Runt˝ domeno; angl. Runt related 
transcription factor 2 
SM Inštitut za sodno medicino Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani 
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1 UVOD 
Matične celice so heterogena skupina nediferenciranih celic. Nahajajo se v tkivih embrija, 
fetusa in odraslega organizma ter sodelujejo pri embrionalnem razvoju, nadomeščanju 
odmrlih celic in regeneraciji poškodovanih tkiv in organov zaradi poškodb oz. bolezni. Od 
drugih celic se razlikujejo v treh ključnih značilnostih: plastičnosti, saj lahko prevzamejo 
fenotip okoliških celic, sposobnosti diferenciacije v bolj specializirane tkivne celice pod 
vplivom specifičnih dražljajev in sposobnosti samoobnavljanja. Matične celice se lahko 
namreč delijo tudi asimetrično, pri čemer na eni strani nastane identična kopija celice, na 
drugi strani pa bolj diferencirana celica (1,2). Na ta način je zagotovljeno ohranjanje 
rezervoarja matičnih celic tekom celotnega življenja. Matične celice se nahajajo v posebnih 
anatomskih lokacijah, t.i. nišah, v mirujočem (kviescentnem) stanju. Niše predstavljajo 
specializirano lokalno 3D mikrookolje, ki regulira in nadzoruje samoobnovo, proliferacijo 
in diferenciacijo matičnih celic preko interakcij matičnih celic z drugimi celicami in z 
ekstracelularnim matriksom ter preko endogenih in eksogenih topnih dejavnikov, kar 
zagotavlja primeren odziv matičnih celic glede na potrebe organizma (3). 
Po sposobnosti diferenciacije delimo matične celice na totipotentne, pluripotentne, 
multipotentne in unipotentne. Totipotentne celice se nahajajo v zigoti in v prvih osmih 
celicah, ki nastanejo v prvih treh delitvah, ter so se sposobne diferencirati v vseh 220 vrst 
celic, ki se nahajajo v organizmu človeka. Pluripotentne matične celice se lahko diferencirajo 
v celice vseh treh zarodnih plasti razen v trofoblast in se nahajajo v notranjem celičnem 
skupku blastociste (embrionalne matične celice) (1), lahko pa jih pridobimo tudi z 
reprogramiranjem somatskih celic (inducirane pluripotentne matične celice) (4). 
Multipotentne celice se nahajajo v številnih tkivih odraslega organizma in se lahko 
diferencirajo v več celičnih vrst znotraj ene zarodne plasti, unipotentne celice pa se lahko 
diferencirajo le v eno celično vrsto (1).  
1.1 Mezenhimske matične/stromalne celice 
Mezenhimske matične/stromalne celice (MSC) so redka, heterogena skupina multipotentnih 
celic, ki izvirajo iz mezodermalne zarodne plasti (5). Po eni izmed hipotez naj bi bile MSC 
periciti, ki se nahajajo na stenah manjših žil (arteriole, kapilare in venule), na kar nakazuje 
več dokazov (6). Periciti, izolirani iz različnih tkiv, imajo po transplantaciji sposobnost 
diferenciacije v različne celične tipe in vitro ter in vivo, poleg tega izražajo označevalce 
MSC, kot so CD44, CD73, CD90 in CD105. Kljub temu do sedaj ni neposrednih dokazov, 
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da so periciti (edini) vir MSC. Nasprotno, s pomočjo transgenih miši, pri katerih so označili 
transkripcijski dejavnik Tbx-18 pericitov in žilnih gladkih mišičnih celic, so namreč 
dokazali, da periciti in žilne gladke mišične celice kljub staranju in patološkim razmeram 
niso bistveno prispevale k diferenciaciji v druge tipe celic in vivo, medtem ko so te iste celice 
izražale lastnosti MSC in vitro, kar bi bila lahko tudi posledica umetnega okolja ex vivo, v 
katerem gojimo celice (7).  
1.1.1 Izolacija in gojenje MSC v pogojih in vitro 
MSC so bile najprej izolirane iz kostnega mozga (8), kasneje pa tudi iz številnih drugih tkiv 
fetusa in odraslega organizma, med drugim iz trabekularne kosti (9) in skeletne mišice (10). 
Izolacija MSC je možna tudi iz številnih tkiv kadavrov, in sicer več dni ali celo tednov po 
smrti (11). Pomanjkanje hranil, kisika in prisotnost obsežne nekroze sproži prehod MSC v 
speče stanje z nizko metabolično aktivnostjo, podaljšano fazo lag pred prvo delitvijo in 
povečano ravnijo reaktivnih kisikovih zvrsti. Poleg tega pride tudi do sprememb na ravni 
prepisovanja genov (11).   
Izolacija MSC je dokaj enostavna zaradi njihove adherence na plastično površino, kljub temu 
pa med izolacijo vedno dobimo heterogeno kulturo celic (12). Sposobnost adherence imajo 
tudi nekatere diferencirane celice, ki se v kulturi težko delijo, zato kmalu odmrejo (5). 
Postopek izolacije MSC se razlikuje glede na vrsto tkiva, iz katerega želimo izolirati MSC. 
Izolacijo MSC lahko, poleg z adherenco na plastično površino, izvedemo tudi s pomočjo 
gostotno gradientnega centrifugiranja (13), fluorescenčno aktiviranega sortiranja celic s 
pretočno citometrijo (14) ali z vezavo celic na magnetne delce (15). Za izolacijo MSC iz 
vezivnih tkiv (npr. kost, mišica) pogosto uporabljamo encimsko metodo s kolagenazo, s 
čimer izboljšamo učinkovitost izolacije. Kolagenaze so encimi, ki cepijo peptidno vez v 
trojnem heliksu molekule kolagena in s tem omogočijo sprostitev celic iz tkiv (16). 
Dandanes velja, da so MSC tkivno specifične, kar naj bi bil tudi glavni razlog za biološke 
razlike med celicami, ki so izolirane iz različnih tkiv (17). Na rast celic in vitro vplivajo tudi 
številni drugi dejavniki, kot so starost, spol, prisotnost sistemskih bolezni in poškodb pri 
donorju ter metoda gojenja celic, uporabljeno gojišče in pasaža (16,18-22).  
Definicija MSC je precej ohlapna, saj ne poznamo molekulskega označevalca, ki bi bil 
specifičen le za MSC, zato je Mednarodno združenje za celično terapijo (International 
Society for Cellular Therapy) leta 2006 predlagalo tri minimalne kriterije, s pomočjo katerih 
definiramo humane MSC in vitro: 
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1) adherenca na plastično površino v standardnih pogojih gojenja, 
2) več kot 95 % MSC v celični populaciji izraža celične označevalce CD73, CD90 in 
CD105 in manj kot 2 % celic izraža označevalce CD45, CD34, CD14 ali CD11b, 
CD79α ali CD19 in HLA-DR, 
3) diferenciacija in vitro v osteoblaste, adipocite in hondroblaste (dokazano z barvanjem 
celičnih kultur in vitro) (23). 
Poleg naštetih kriterijev za dokazovanje MSC in vitro uporabljamo tudi test sposobnosti 
tvorbe kolonij (CFU), saj imajo MSC izjemno proliferacijsko sposobnost. Celice v koloniji 
so morfološko različne, prav tako se razlikujejo tudi v sposobnosti diferenciacije (24).  
MSC rastejo v kulturi v monosloju, zato lahko njihovo rast spremljamo z invertnim 
mikroskopom. Po izolaciji in v prvih nekaj pasažah prevladujejo celice vretenaste oblike 
podobne fibroblastom, ki se hitro delijo, kasneje pa prevladujejo velike, sploščene celice, ki 
se delijo počasneje (22). Rastna krivulja MSC je sestavljena iz štirih faz (Slika 1). Na začetku 
je faza lag, v kateri se celice privajajo na novo okolje. Sledi faza log v kateri celice rastejo 
eksponentno. Ko se rast celic ustavi, nastopi faza platoja, na koncu pa je faza odmiranja 
celic, v kateri se število celic zmanjšuje. Optimalno je, da celice presadimo, preden postanejo 
konfluentne, saj se takrat nahajajo v logaritemski fazi rasti. Če celice dosežejo konfluentno 
stanje, potrebujejo več časa, da se ponovno delijo (1). 
 
Slika 1: Rastna krivulja celične kulture je sestavljena iz štirih faz: faze lag, faze log, faze platoja in faze odmiranja 
celic (1). 
MSC lahko presadimo na več različnih načinov. Najpogosteje se uporabljata tripsin in 
EDTA, lahko pa tudi kombinacija obeh. Tripsin je encim, ki razgradi adhezijske molekule 
na površini celic, medtem ko EDTA veže Ca2+ in Mg2+ ione, ki so potrebni za adhezijo celic 
(1). 
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MSC imajo v kulturi omejen proliferacijski potencial, dolžina katerega je odvisna od tkiva 
in metode izolacije, pa tudi od starosti in zdravstvenega stanja donorja. Po določenem številu 
populacijskih delitev (PD) vstopijo celice v senescentno stanje, za katero je značilna 
povečana morfologija celic, zastoj rasti, zmanjšano izražanje celičnih označevalcev in 
izguba sposobnosti proliferacije. Senescentne celice niso mrtve in jih lahko v kulturi 
vzdržujemo tudi več mesecev. Za nastop senescence obstaja več vzrokov. Celična kultura je 
sestavljena iz različnih subpopulacij MSC. Zaradi različne hitrosti proliferacije pride do 
spremembe heterogenosti in vitro, poleg tega celice tekom delitev pridobivajo somatske 
mutacije, prihaja do poškodb DNA in drugih celičnih napak ter do krajšanja telomer, kar 
vodi v senescenco. Zaradi oviranega samoobnavljanja se lahko MSC v celični kulturi tudi 
postopno diferencirajo (25). 
1.1.1.1 MSC, izolirane iz trabekularne kosti (KO-MSC) 
Vir MSC je tudi kostno tkivo, saj je izolacija MSC možna iz trabekularne in kortikalne kosti 
ter tudi iz periosteuma (9,26,27). Artroplastika kolka in kolena predstavljata dve izmed 
najpogostejših ortopedskih operacij. Iz glave femurja, ki jo pri teh operacijah nadomestijo 
in predstavlja odpadni biološki material, lahko izoliramo MSC. MSC, izolirane iz 
trabekularne kosti, so po fenotipu in diferenciacijskem potencialu zelo podobne MSC, 
izoliranim iz kostnega mozga (28). MSC, izolirane iz trabekularne kosti starejših donorjev, 
imajo nižji diferenciacijski potencial v primerjavi z mlajšimi donorji, ki se izboljša, če jih 
gojimo v prisotnosti fibroblastnega rastnega dejavnika 2 (FGF-2) (29). V primerjavi z MSC, 
izoliranimi iz kostnega mozga, je izražanje CD90 pri MSC, izoliranih iz trabekularne kosti, 
večje, prav tako je hitrost proliferacije pri višjih pasažah višja (28). 
1.1.1.2 MSC, izolirane iz skeletne mišice (M-MSC) 
V skeletni mišici se nahajajo različne subpopulacije MSC. Satelitne celice so heterogena 
skupina kviescentnih mioblastnih prekurzorjev. Nahajajo se poleg vlaken mišičnih celic pod 
bazalno lamino in imajo pomembno vlogo pri hipertrofiji, regeneraciji in obnavljanju 
mišičnih vlaken (30). Glavni označevalec satelitnih celic je Pax7 (31). Po njihovi aktivaciji 
pride do proliferacije in zlitja z že obstoječimi vlakni skeletnih mišic, prispevajo pa tudi nova 
jedra novim vlaknom in vlaknom, ki se regenerirajo (32). V skeletnih mišicah starejših pride 
do zmanjšanja števila satelitnih celic in do zmanjšanja proliferacijskega potenciala, kar vodi 
v oslabitev funkcij skeletnih mišic. Glavni razlog za to naj bi bile somatske mutacije v 
satelitnih celicah (33). Druga subpopulacija MSC so mioendotelijske celice, ki izražajo 
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endotelijske označevalce (CD34 in CD144) kot tudi označevalce satelitnih celic (CD56) in 
imajo v primerjavi s satelitnimi celicami večji miogeni potencial in vivo. Sposobnost 
miogene diferenciacije imajo tudi periciti, ki se nahajajo v številnih tkivih, vključno z 
mišičnim tkivom (34). Naslednja subpopulacija so PDGFRα+ celice, za katere je značilna 
adipogena diferenciacija in vivo in in vitro (35). MSC, ki se nahajajo v skeletnih mišicah, ne 
sodelujejo le pri obnavljanju in regeneraciji mišičnih vlaken, temveč tudi pri regeneraciji 
drugih tkiv. Zaradi bližine imajo zelo pomembno vlogo tudi pri regeneraciji kostnega tkiva 
(36). 
1.1.2 Diferenciacija MSC in vitro 
Poleg že omenjene diferenciacije v osteoblaste, adipocite in hondroblaste, so MSC in vitro 
sposobne diferenciacije tudi v druga tkiva mezodermalnega izvora, kot so tetive, ligamenti 
(37), kardiomiociti, gladke mišične celice (38) in skeletne mišice (39), pa tudi v tkiva 
ektodermalnega (40) in endodermalnega (41) izvora. Uspešnost diferenciacije MSC 
preverjamo z merjenjem izražanja specifičnih genov s kvantitativno verižno reakcijo s 
polimerazo v realnem času (qPCR) in z označevanjem sestavin ekstracelularnega matriksa 
(5). 
1.1.2.1 Osteogena diferenciacija in vitro 
Osnovni protokol za osteogeno diferenciacijo vključuje najmanj tritedensko tretiranje 
konfluentne monoplasti MSC z deksametazonom (Dex), askorbinsko kislino (Asc) in β-
glicerofosfatom (β-GP) (42).  
Deksametazon je sintetični glukokortikoid, ki preko različnih signalnih poti inducira in 
uravnava izražanje Runx2 (runt-related transcription factor 2). Dex se veže na elemente 
odzivne na glukokortikoide v promotorju FHL2. Vezava FHL2 na β-katenin v prisotnosti 
aktivatorja signalne poti Wnt povzroči povečanje transporta β-katenina v jedro in posledično 
prepisovanje Runx2. Preko iste signalne poti se poveča tudi izražanje kolagena tipa 1 (Col1) 
(43). Funkcija Runx2 je uravnavana preko TAZ (transcriptional coactivator with PDZ-
binding motiv), katerega izražanje se poveča v prisotnosti Dex, saj TAZ vsebuje domene, ki 
privlačijo molekule potrebne za transkripcijo in domeno, ki se veže na Runx2 (44). 
Mehanizma, preko katerih Dex regulira funkcijo Runx2, sta tudi fosforilacija Runx2 z 
MAPK (mitogen-activated protein kinase), katerega izražanje se prav tako poveča v 
prisotnosti Dex (45) in signaliziranje preko poti BMP (bone morphogenetic protein) (46).  
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Askorbinska kislina je pomemben kofaktor encimov, ki hidroksilirajo prolinske in lizinske 
ostanke v molekuli prokolagena, kar omogoča pravilno zvitje kolagena (47). Za osteogeno 
diferenciacijo uporabljamo analog askorbinska kislina-2-fosfat, saj je ta oblika v pogojih 
gojenja bolj stabilna (42).  
β-glicerofosfat je vir fosfatov, ki so potrebni za nastanek hidroksiapatita, poleg tega deluje 
tudi kot intracelularna signalna molekula, ki uravnava izražanje številnih osteogenih genov, 
med drugim tudi osteopontina (OPN) (48) in BMP2 (49).  
Proces osteogeneze je sestavljen iz več korakov (Slika 2). Začne se z usmeritvijo MSC v 
osteogeno linijo, kateri sledi proliferacija celic, tvorba kostnega matriksa in mineralizacija. 
Usmeritev in diferenciacija MSC v osteogeno linijo sta regulirani preko številnih signalnih 
poti in dejavnikov, ki se med seboj dopolnjujejo. Najpomembnejši dejavnik je Runx2, ki 
usmeri MSC v osteogeno diferenciacijo preko dveh neodvisnih signalnih poti, in sicer 
transformirajočega dejavnika beta 1 (TGF β1) in BMP2 (50), poleg tega tudi zavira 
diferenciacijo MSC v adipocite in hondrocite (51). Signalna pot Wnt sproži izražanje 
osteriksa (Osx) in zavre izražanje adipogenega transkripcijskega dejavnika PPAR-γ 
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma) (52). Po usmeritvi sledi diferenciacija 
MSC v preosteoblaste, ki so zmožni proliferacije in so elipsaste oblike s povečanim jedrom. 
Pod vplivom Runx2, Osx in β-katenina pride do diferenciacije preosteoblastov v zrele 
osteoblaste, ki so vretenaste oblike, imajo veliko jedro, povečan Golgijev aparat in velik 
endoplazemski retikulum. Osx povzroči končno dozoritev osteoblastov in vpliva na 
izražanje osteokalcina (OC), ki je specifičen, pozni označevalec osteogene diferenciacije, 
saj regulira mineralizacijo matriksa (53). Popolnoma diferencirani osteoblasti so kuboidalne 
oblike, nudijo mehansko podporo in proizvajajo mineraliziran organski matriks – osteoid, ki 
je sestavljen iz ColI (90 %) ter drugih proteinov in kalcijevega fosfata (54). Eden 
najzgodnejših označevalcev osteoblastov je alkalna fosfataza (ALP), ki regulira 
mineralizacijo (55). Osteoblasti izločajo eksosome, ki, poleg proteinov in mRNA, vsebujejo 
tudi miRNA. miRNA naj bi preko povečanega izražanja β-katenina pozitivno vplivale na 
osteogeno diferenciacijo MSC (56). 
Uspešnost osteogene diferenciacije dokazujemo z merjenjem osteogenih označevalcev s 
qPCR in s histokemijskim barvanjem z Alizarin Red S (ARS) (5) ali barvanjem von Kossa. 
Pri slednjem srebro iz kalcijevega nitrata nadomesti kalcij v kalcijevi soli. Srebrova sol se 
pod vplivom svetlobe reducira in izloči se temno obarvana srebrova kovina (1). Barvilo ARS 
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pa se veže na minerale kalcijevega fosfata. Obarvani depoziti so vidni pod mikroskopom, 
koncentracijo vezanega ARS se lahko po ekstrakciji izmeri tudi spektrofotometrično (5). 
 
Slika 2: Diferenciacija MSC preko preosteoblastov in nezrelih osteoblastov v zrele osteoblaste in geni, ki se izražajo 
tekom osteogene diferenciacije (povzeto po 54). 
1.2 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) je visoko občutljiva 
metoda, ki omogoča pomnoževanje in kvantifikacijo specifičnega zaporedja molekule 
cDNA ali DNA v realnem času. Za analizo izražanja genov je potrebno najprej prepisati 
RNA v cDNA z reverzno transkriptazo (RT-PCR). qPCR izvajamo v cikličnem 
pomnoževalniku. Reakcija je sestavljena iz 3 glavnih korakov: denaturacije dvoverižne 
DNA, prileganja začetnih oligonukleotidov in podaljševanja produkta. Reakcija se ciklično 
ponavlja, običajno je število ciklov okoli 40. Da se izognemo nespecifičnim produktom, ki 
nastanejo zaradi nespecifičnega prileganja začetnih oligonukleotidov in podaljševanjem s 
polimerazo Taq pri nizkih temperaturah, lahko uporabimo tudi polimerazo, ki se aktivira 
šele pri višjih temperaturah (angl. hot start enzyme). V nasprotju s klasičnim PCR, kjer 
količino produkta izmerimo na koncu reakcije, se količina produkta pri qPCR izmeri ob 
koncu vsakega cikla. Produkte PCR lahko detektiramo z uporabo fluorescenčnih barvil, ki 
se interkalirajo v dvoverižno DNA, s fluorescenčno označenimi začetnimi oligonukleotidi 
ali s fluorescenčno označenimi sekvenčno specifičnimi sondami. Med reakcijo PCR 
spremljamo intenziteto fluorescence v odvisnosti od števila ciklov. Graf ima sigmoidno 
obliko (Slika 3-A). V začetnih ciklih (običajno med 3. in 15. ciklom), ko je količina produkta 
majhna, povečanja fluorescence ne zaznamo zaradi pomnoževanja produkta, temveč 
zaznamo le ozadje (šum), kar imenujemo bazna linija. Cikel, v katerem je fluorescentni 
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signal značilno višji od signala ozadja, imenujemo cikel kvantifikacije (Cq). Cq uporabljamo 
za izračun začetne količine vzorca, saj je Cq vrednost obratno sorazmerna začetni količini 
vzorca. Kvantifikacijo vedno izvedemo v eksponentnem delu pomnoževanja, saj je 
fluorescenca takrat sorazmerna količini produkta PCR. Kvantifikacija v fazi platoja ni 
primerna, ker ne pride več do signifikantnega povečanja količine produkta. Zaradi 
pomanjkanja komponent in velike koncentracije končnih produktov pride namreč do 
renaturacije, kar onemogoči prileganje začetnih oligonukleotidov (57-59). 
Za potrditev uspešnosti reakcije uporabljamo različne kontrole. Slepa kontrola ali NTC 
(angl. no template control) vsebuje vse komponente razen matrice, ki jo želimo pomnožiti, 
in omogoča detekcijo kontaminacije reagentov PCR. Pri optimizaciji začetnih 
oligonukleotidov uporabljamo tudi kontrolo -RT, ki jo dobimo tako, da pri RT-PCR ne 
dodamo encima RT. S to kontrolo ugotavljamo, ali se prepisuje tudi genomska DNA (57). 
 
Slika 3: A) Graf, ki prikazuje fluorescenco v odvisnosti od števila ciklov, ima sigmoidno obliko. B) Pri absolutni 
kvantifikaciji potrebujemo za določitev koncentracije tarčne molekule standardno krivuljo (povzeto po 57). 
1.2.1 Kvantifikacija 
Količino tarčne molekule v vzorcu lahko določimo absolutno ali relativno. Pri relativni 
kvantifikaciji določamo razmerje med količino tarčne in kontrolne molekule v vzorcu, 
medtem ko pri absolutni kvantifikaciji določamo število kopij ali koncentracijo tarčne 
molekule s pomočjo standardne krivulje (Slika 3-B). Za izdelavo standardne krivulje 
uporabimo standard z znano koncentracijo, ki ga razredčimo v območju pričakovanih 
koncentracij vzorcev. Po končanem pomnoževanju dobimo graf odvisnosti Cq od logaritma 
začetne koncentracije standarda. Naklon premice je merilo za učinkovitost pomnoževanja. 
Sprejemljiva učinkovitost pomnoževanja je 0,9-1,1 (Enačba 1), kar ustreza naklonu od -3,58 
do -3,10. Pri učinkovitosti 1 oz. 100 % se količina produkta v vsakem ciklu podvoji. 
A B 
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Korelacijski koeficient R2 nam pove, kako dobro se podatki ujemajo s standardno krivuljo. 
Idealno je R2 1, praktično pa je 0,9999 najvišja vrednost (57-59).  
𝐸 = 10−(
1
𝑛𝑎𝑘𝑙𝑜𝑛
) − 1 
Enačba 1: Učinkovitost pomnoževanja. 
Ker je učinkovitost izolacije, sinteze cDNA in pomnoževanja ciljnega odseka cDNA med 
vzorci različna, je potrebno za primerjavo izražanja genov med različnimi vzorci, izražanje 
tarčnih genov normalizirati na referenčni gen. Nivo izražanja referenčnega gena mora biti 
konstanten v različnih tkivih, prav tako na izražanje ne smejo vplivati patološki procesi (59). 
1.2.2 Talilna krivulja 
Fluorescenčna barvila, ki se interkalirajo v dvoverižno DNA, so nespecifična, zato je 
potrebno po koncu reakcije preveriti specifičnost produktov. Analiza talilne krivulje je 
enostavna metoda, s katero se preveri prisotnost dimerov začetnih oligonukleotidov in 
morebitnih nespecifičnih produktov. Pri počasnem segrevanju končnega produkta qPCR 
pride do razklenitve dvoverižne molekule DNA in sprostitve barvila. Ko dosežemo talilno 
temperaturo (Tm), pride do nenadnega padca fluorescence, saj je takrat 50 % dvoverižih 
molekul razklenjenih. Graf talilne krivulje prikazuje jakost fluorescence v odvisnosti od 
temperature in kvocient spremembe fluorescence s spremembo temperature (-ΔF/ΔT) v 
odvisnosti od temperature. Reakcija je specifična, kadar je prisoten le en vrh (običajno nad 
80 °C) in je kontrola NTC brez vrhov oz. so le-ti majhni in se nahajajo pri nižji temperaturi. 
V primeru prisotnosti dimerov se pri nižji temperaturi pojavi dodaten vrh (57-59). 
1.3 Uporaba MSC v regenerativni medicini 
MSC ne sodelujejo pri regeneraciji tkiv le preko vgradnje na mesto poškodbe in njihove 
diferenciacije, temveč tudi preko njihovega parakrinega delovanja. MSC namreč izločajo 
različne bioaktivne makromolekule, ki povečujejo angiogenezo, zavirajo apoptozo in 
fibrozo, spodbujajo remodeliranje ekstracelularnega matriksa, zmanjšajo lokalno vnetje in 
spodbujajo imunomodulacijo vnetnih celic ter diferenciacijo endogenih progenitorskih celic 
(60). Med do sedaj znane bioaktivne molekule spadajo rastni dejavniki, morfogene signalne 
molekule, kemokini, citokini, glikozaminoglikani in ekstracelularni vezikli (61,62). Prenos 
ekstracelularnih veziklov, ki vsebujejo miRNA, mRNA in različne proteine, med celicami, 
omogoča komunikacijo med MSC in tarčnimi celicami. V številnih živalskih modelih so 
dokazali, da so ekstracelularni vezikli sami odgovorni za terapevtske učinke, saj imajo 
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podobno biološko aktivnost kot MSC (62). Razlike v dejavnikih, ki jih MSC izločajo, bi 
lahko kazale tudi na njihovo različno sposobnost regeneracije in vivo (60).  
Mehanizmi imunosupresivnega delovanja MSC še niso popolnoma razjasnjeni, vemo pa, da 
vključujejo interakcije med celicami in izločanje različnih dejavnikov. Za 
imunomodulatorno delovanje MSC morajo biti le-te predhodno aktivirane z vnetnimi 
citokini, kot je npr. IFNγ (63). Imunomodulatorno delovanje MSC in vitro je posledica 
zaviralnega delovanja na aktivacijo celic T preko zaviranja dozorevanja dendritičnih celic 
(64), na proliferacijo celic B (65) in zaviranja proliferacije ter citotoksičnega delovanja 
naravnih celic ubijalk (NK) (66). MSC regulirajo imunski odziv s povečanjem števila 
regulatornih celic T, ki aktivno zavirajo funkcije efektorskih celic T (67), poleg tega pa 
izločajo številne dejavnike (68). Za zdravljenje se lahko uporabljajo avtologne in alogenske 
MSC. MSC namreč na svoji površini ne izražajo molekul HLA II in kostimulatornih 
molekul, zato se izognejo alogenski zavrnitvi (69). 
Zaradi parakrinih in imunomodulatornih učinkov MSC in vivo avtor, ki je izraz 
mezenhimske matične celice predlagal, zdaj spodbuja preimenovanje v zdravilne signalne 
celice (angl. medicinal signaling cells) (70). 
1.3.1 Vloga in uporaba MSC pri zdravljenju osteoporoze 
Osteoporoza (OP) je progresivna kronična vnetna bolezen in najpogostejša bolezen kosti, za 
katero sta značilni zmanjšanje kostne gostote in mikroarhitekturne spremembe kosti, kar 
vodi v krhkost kosti in posledične zlome. Vzrok je porušeno ravnotežje med aktivnostjo 
celic, ki kost tvorijo (osteoblastov), in celic, ki kost resorbirajo (osteoklastov). Osteoblasti 
izvirajo iz MSC, osteoklasti pa iz krvotvornih matičnih celic (71). Za OP so značilne 
spremembe znotraj MSC in v mikrookolju MSC. Osteoporotično mikrookolje ima v 
primerjavi s kontrolnim mikrookoljem višjo koncentracijo proadipogenih in provnetnih 
regulatornih dejavnikov, kar vodi v slabšo sposobnost osteogene diferenciacije MSC in 
večjo sposobnost adipogene diferenciacije (72). V MSC, izoliranih iz bolnikov z OP, je 
zvišano izražanje genov, ki so povezani z OP (Runx2, COL1A1, LRP5 (lipoprotein 
receptor-related protein 5)), genov, ki so vpleteni v osteoklastogenezo (CSF1 (colony 
stimulating factor 1), PTHR1 (parathyroid hormone 1 receptor)) in genov, ki kodirajo 
zaviralce signalnih poti Wnt in BMP, ki sta pomembni pri osteogeni diferenciaciji (73).      
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Alternativo za zdravljenje OP predstavljajo MSC, saj naj bi prispevale k tvorbi kosti z 
migriranjem na mesto poškodbe in diferenciacijo v osteoblaste ter z izločanjem rastnih 
dejavnikov, ki spremenijo mikrookolje tako, da privabijo rezidualne celice, ki regenerirajo 
poškodovano tkivo (74,75). Za zdravljenje se lahko uporabljajo alogenske in avtologne 
MSC, vendar je uporaba avtolognih v nekaterih primerih vprašljiva, saj obstajajo dokazi, da 
se število MSC tekom staranja zmanjšuje, prav tako prihaja do sprememb v funkciji MSC, 
kar vodi v motnje v proliferaciji in diferenciaciji MSC. To naj bi bil tudi glaven razlog za s 
starostjo povezano OP (72). V študijah na živalskih modelih so dokazali, da aplikacija MSC 
prispeva k povečanju tvorbe in trdnosti kosti zaradi vgradnje MSC v novo zgrajeno kost, kar 
so dokazali s fluorescentno označenimi MSC (74,75). Ker je OP sistemska bolezen, je za 
zdravljenje potrebna sistemska aplikacija celic, ki omogoči, da celice dosežejo vsa mesta, 
kjer je potrebna regeneracija. Za zdravljenje se lahko uporabljajo tudi majhne molekule, ki 
privabijo endogene matične celice na osteoporotična mesta (76).    
1.3.2 Vloga in uporaba MSC pri zdravljenju osteoartroze 
Osteoartroza (OA) je progresivno, kronično in najbolj pogosto obolenje sklepov, za katerega 
je značilna degeneracija sklepnega hrustanca in tvorba novega kostnega tkiva na robovih 
sklepa, kar povzroča bolečine. Glede na etiologijo delimo OA v tri skupine: s starostjo 
povezana OA, OA kot posledica poškodbe sklepa in OA kot posledica displazije sklepa. 
Poleg nekaterih znanih dejavnikov, ki prispevajo k nastanku OA (debelost, vnetje, poškodbe, 
genetski dejavniki, starost), natančen mehanizem nastanka še ni popolnoma razjasnjen (77). 
Domneva se, da je nastanek OA povezan tudi s spremembami v številu, fenotipu in 
diferenciacijskem potencialu rezidualnih matičnih celic (78,79), kljub temu pa MSC 
predstavljajo obetaven način zdravljenja OA. Za zdravljenje se najpogosteje poslužujemo 
aplikacije MSC v sklep (80) in čeprav imajo MSC sposobnost hondrogene diferenciacije, 
naj bi bil najpomembnejši dejavnik imunomodulatorno delovanje MSC, ki zmanjša 
razgradnjo hrustanca (81). Poleg imunomodulacije k regeneraciji najbrž prispevajo tudi 
drugi mehanizmi, kot so inhibicija apoptoze in indukcija proliferacije endogenih celic. 
Potencialen možen vir zdravljenja predstavljajo tudi ekstracelularni vezikli, izolirani iz 
supernatanta MSC, vendar so pred njihovo uporabo v klinični praksi potrebne še nadaljnje 
raziskave (81).  
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2 NAMEN DELA  
Raziskave na področju MSC so usmerjene predvsem na dve področji, in sicer v raziskovanje 
uporabnosti MSC v terapevtske namene in v proučevanje lastnosti MSC pri različnih 
boleznih, pri čemer pogosto ni jasno, ali so spremembe vzrok ali posledica določenega 
zdravstvenega stanja. Ker so MSC redka populacija celic, jih je potrebno za uporabo v 
terapevtske namene najprej namnožiti. Poleg zadostnega števila je pomembno tudi, da celice 
postanejo senescentne pri čim poznejši pasaži. 
Namen magistrske naloge je ugotoviti razlike v rastni kinetiki in osteogenem potencialu 
MSC, izoliranih iz mišic in kostnega tkiva, ter oceniti vpliv bolezni OP in OA na te lastnosti. 
Uporabili bomo MSC, izolirane iz skeletne mišice gluteus medius in trabekularne kosti 
bolnikov z OP in OA, ter post mortem donorjev brez mišično-skeletnih bolezni.  
Rastno kinetiko bomo spremljali s kumulativnim številom populacijskih delitev, testom 
sposobnosti tvorbe kolonij in časom populacijskih delitev tekom gojenja celic v pogojih in 
vitro, osteogeni potencial pa s histokemijskim barvanjem z barvilom Alizarin Red S in z 
merjenjem izražanja osteogenih genov s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo.   
Preveriti nameravamo naslednje hipoteze: 
1. Kinetika rasti je različna med celicami, izoliranimi iz skeletne mišice in trabekularne 
kosti. 
2. Sposobnost tvorbe kolonij se z naraščanjem pasaž znižuje in je različna med celicami, 
izoliranimi iz skeletne mišice in trabekularne kosti. 
3. Čas populacijskih delitev se z naraščanjem pasaž podaljšuje in je različen med celicami, 
izoliranimi iz skeletne mišice in trabekularne kosti.  
4. Osteogeni potencial celic se z naraščajočo pasažo zmanjšuje in je pri celicah, izoliranih 
iz bolnikov z OP, nižji kot pri bolnikih z OA in donorjih brez mišično-skeletnih bolezni. 
 
Za izvedbo študije sta bili pridobljeni dovoljenji Komisije za medicinsko etiko Republike 
Slovenije: KME 0120-523/2016-2 in KME 0120-523/2016/11.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Vzorci 
Vzorce kosti in skeletnih mišic, iz katerih smo izolirali MSC, smo dobili na Kliničnem 
oddelku za travmatologijo, Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani (KOT), iz 
Ortopedske bolnišnice Valdoltra (OBV) in na Inštitutu za sodno medicino, Medicinske 
fakultete, Univerze v Ljubljani (SM). Na KOT smo dobili vzorce po rutinski delni 
artroplastiki kolka bolnikov z OP, iz OBV pa od bolnikov z OA. Vzorci, ki smo jih dobili iz 
SM, so nam služili kot kontrolni vzorci, saj smo jih dobili od kadavrov brez znakov 
prisotnosti OP ali OA. MSC sta izolirala doc. dr. Janja Zupan in asist. Klemen Čamernik po 
predhodno optimiziranem postopku (9,10). KO-MSC so bile izolirane iz cilindričnega 
stebrička trabekularne kosti, ki je bil odvzet iz glave femurja s sistemom TRAP 8G (H.S. 
Hospital Service). M-MSC so bile izolirane iz mišice gluteus medius, ki je bila odvzeta 
približno 3 cm proksimalno od insercije na notranji strani. Podatki o donorjih so 
predstavljeni v Preglednici I. 
Preglednica I: Podatki o donorjih. 
vzorec vrsta vzorca starost spol diagnoza 
KOT BOBI 5 kost in mišica 74 Ž zlom vratu stegnenice 
OBV BOBI 12 mišica 46 M artroza 
OBV BOBI 18 kost 88 M artroza, displazija 
SM BOBI 20 kost in mišica 39 M 
brez mišično-skeletnih 
bolezni 
 
3.2 Delo v laboratoriju za primarne celice 
Delo s celicami smo izvajali v aseptičnih pogojih v brezprašni komori, da smo preprečili 
kontaminacijo z mikroorganizmi. Komoro smo pred in po vsaki uporabi očistili s 70 % 
etanolom in za 20 minut prižgali UV luč. Uporabljali smo sterilen laboratorijski material in 
reagente, ki smo jih pred uporabo segreli v vodni kopeli na 37 °C. Nesterilen material smo 
pred uporabo avtoklavirali in nato posušili v sušilniku. Ves material in reagente smo, preden 
smo jih dali v komoro, očistili s 70 % etanolom. Pri delu smo sledili načelom dobre 
laboratorijske prakse. 
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3.2.1 Oprema in material 
Laboratorijska oprema 
 brezprašna komora (Iskra Pio, Slovenija) 
 CO2 inkubator: Heraeus Cytoperm 2 (Thermo Scientific, ZDA) 
 invertni mikroskop (Nikon Eclipse TE300, Japonska) 
 vodna kopel (Biosan, Latvija) 
 centrifuga: Centrifuge 54302 (Eppendorf, Nemčija) 
 centrifuga: Centrifuge MiniSpin (Eppendorf, Nemčija) 
 bralec mikrotitrskih plošč: Sunrise (Tecan, Švica)  
Material 
 gojitvene posodice s filtrom s površino 25 cm2 (T25) (VWR, ZDA) 
 plošče s 6 in 24 vdolbinicami (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 plošče z 12 vdolbinicami (VWR, ZDA) 
 mikrotitrske ploščice s 96 vdolbinicami (Sigma-Aldrich, ZDA) 
Reagenti 
 Dulbeccovo modificirano Eaglovo gojišče z nizko koncentracijo glukoze (DMEM-
LG) (4,5 g/L glukoze, L-glutamin) (Biowest, Francija) 
 toplotno inaktivirani fetalni goveji serum (FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) 
 konjski serum (HS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
 L-glutamin (L-Gln) (Biowest, Francija) 
 penicilin/streptomicin (P/S) (Biowest, Francija) 
 NaCl (Honeywell Fluka, ZDA) 
 KCl (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 KH2PO4 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 Na2HPO4 (Fluka, Švica) 
 0,25 % tripsin (Biowest, Francija) 
 10 % puferirani nevtralni formalin (NBF) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 metil vijolično (Merck KGaA, Nemčija) 
 β-glicerofosfat dinatrijeva sol hidrat (Sigma-Aldrich, ZDA) 
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 2-fosfo-L-askorbinska kislina trinatrijeva sol (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 deksametazon (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 Alizarin Red S (ARS) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 NaOH (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 100 % ocetna kislina (Merck KGaA, Nemčija) 
 komplet kemikalij peqGOLD Total RNA Safety-Line (VWR, ZDA) 
 absolutni etanol (Merck KGaA, Nemčija) 
3.2.1 Metode 
3.2.1.1 Gojenje in presajanje MSC 
MSC smo gojili v CO2 inkubatorju pri 37 °C, 5 % koncentraciji CO2 ter v atmosferi nasičeni 
z vlago. Glede na vrsto tkiva, iz katerega so bile celice izolirane, smo za gojenje uporabili 
ustrezno gojišče. Poleg osnovnega gojišča DMEM-LG je kompletno gojišče vsebovalo tudi 
serum, L-glutamin in antibiotik ter antimikotik. V gojitveno posodico T25 smo nasadili 
50.000 celic (2000 celic/cm2) ter dodali 5 mL kompletnega gojišča, ki smo ga zamenjali 2-
3-krat tedensko. Rast celic smo spremljali z opazovanjem celic pod invertnim mikroskopom. 
Ko so celice prerastle približno 80 % površine gojitvene posodice, smo jih presadili (82). 
Kompletno gojišče za KO-MSC (82): 
 DMEM-LG 
 10 % FBS 
 1 % L-Gln 
 2 % P/S 
 
Kompletno gojišče za M-MSC (83): 
 DMEM-LG 
 10 % HS 
 20 % FBS 
 1 % L-Gln 
 2 % P/S
 
Postopek priprave 1x PBS 
Najprej smo pripravili 10x PBS. V 800 mL dH2O smo raztopili 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g 
Na2HPO4 in 2,4 g KH2PO4. Nato smo z NaOH uravnali pH na 7,4, dopolnili z dH2O do 1 L, 
avtoklavirali in shranili na sobni temperaturi. 1x PBS smo pripravili tako, da smo 20 mL 10x 
PBS razredčili z dH2O do končnega volumna 200 mL, avtoklavirali in shranili na 4 °C (84). 
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Celice smo presadili z uporabo tripsina. Najprej smo odstranili gojišče in celice sprali z 1x 
PBS. Nato smo dodali 500 µL tripsina in celice inkubirali na 37 °C, dokler se niso odlepile 
od dna gojitvene posodice (približno 5-10 minut). Celice smo nato 2-krat sprali s 5 mL 
gojišča za KO-MSC, da smo zavrli delovanje tripsina, jih prenesli v 15 mL centrifugirko in 
centrifugirali 10 minut na 380  g (85). Po centrifugiranju smo z aspiratorjem odstranili 
supernatant in peleto resuspendirali v 1 mL svežega gojišča za KO-MSC. 10 µL celične 
suspenzije smo nanesli na Neubauerjevo števno komoro in prešteli celice v 5 kvadratih. 
Koncentracijo celic v suspenziji smo izračunali po Enačbi 2 (1): 
𝑘𝑜𝑛𝑐. 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 [š𝑡. 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝐿]  =
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐  10.000
š𝑡.  𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑜𝑣 𝑥 𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑡𝑒𝑣
 
Enačba 2: Koncentracija celic v celični suspenziji. (Faktor 104 uporabimo za izračun števila celic v 1 mL. Globina 
komore hemocitometra je 0,1 mm, površina vsakega kvadrata pa 1 mm2; torej je volumen celične suspenzije 0,1 µL.) 
Iz števila celic po tripsinizaciji in števila celic, ki smo jih nasadili, smo za vsako pasažo 
izračunali število populacijskih delitev (PD), ki predstavlja število delitev celice v 
posamezni pasaži (Enačba 3) (86). 
𝑃𝐷 =  
log (š𝑡. 𝑡𝑟𝑖𝑝𝑠𝑖𝑛𝑖𝑧𝑖𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ − š𝑡. 𝑛𝑎𝑠𝑎𝑗𝑒𝑛𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐)
log (2)
= 3,32  𝑙𝑜𝑔  
š𝑡. 𝑡𝑟𝑖𝑝𝑠𝑖𝑛𝑖𝑧𝑖𝑟𝑎𝑛𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
š𝑡. 𝑛𝑎𝑠𝑎𝑗𝑒𝑛𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
 
Enačba 3: Število populacijskih delitev. 
Ustrezno število celic smo nato nasadili v gojitveno posodico T25 ter na plošče z 
vdolbinicami za eksperimente (test sposobnosti tvorbe kolonij, čas populacijskih delitev, 
osteogena diferenciacija). 
3.2.1.2 Test sposobnosti tvorbe kolonij (CFU) 
Na ploščo s 6 vdolbinicami smo v ustreznem gojišču v treh ponovitvah nasadili 2.000 KO-
MSC oz. 500 M-MSC. Celice smo gojili 14 dni oz. dokler pod mikroskopom nismo opazili 
kolonij. Vmes smo celicam dvakrat na teden zamenjali gojišče. Po koncu gojenja smo z 
aspiratorjem odstranili gojišče in celice sprali z 1x PBS. Celice smo nato fiksirali 10 minut 
v 10 % NBF. Po končani fiksaciji smo celice sprali z dH2O in dodali barvilo metil vijolično 
(87).  
Postopek priprave barvila metil vijolično 
0,1 g metil vijoličnega smo raztopili v 5 mL dH2O. Tako pripravljeno raztopino smo hranili 
na sobni temperaturi, pred uporabo pa smo jo z dH2O razredčili 1:10.  
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Po nekaj minutah, ko smo videli vijolično obarvane kolonije, smo barvilo odstranili in 
vdolbinice sprali z dH2O. Ploščo smo skenirali in s programom ImageJ prešteli število 
kolonij (87). Število kolonij smo delili s 3 (povprečno število kolonij v eni vdolbinici), 
normalizirali na število nasajenih celic in pomnožili s 100, da smo dobili odstotek CFU. 
3.2.1.3 Čas populacijskih delitev (PDT) 
V ustreznem gojišču smo na ploščo z 12 vdolbinicami v treh ali štirih ponovitvah nasadili 
20.000 celic. Celice v prvi vdolbinici smo tripsinizirali po 2-3 dneh. Gojišče smo odstranili 
in celice sprali z 1x PBS. Nato smo dodali 200 µL tripsina in celice inkubirali nekaj minut 
na 37 °C, da so se odlepile od dna vdolbinice. Vdolbinico smo sprali 3-krat s 400 µL gojišča 
za KO-MSC in celice prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirko. Po centrifugiranju (7 minut, 
1700 rpm) smo 400 µL gojišča odstranili in peleto resuspendirali v preostalem gojišču. 10 
µL celične suspenzije smo nanesli na Neubauerjevo števno komoro in prešteli celice v 5 
kvadratkih. Da smo zagotovili večjo točnost rezultatov, smo celice prešteli 4-krat. 
Koncentracijo celic smo izračunali po Enačbi 1. Vsak 2-3 dan smo postopek ponovili v 
ostalih vdolbinicah, vmes smo celicam tudi zamenjali gojišče. 
Iz števila celic po tripsinizaciji (N2) in števila nasajenih celic oz. števila celic pri prejšnji 
tripsinizaciji (N1) smo nato po Enačbi 4 izračunali hitrost rasti (GR) in po Enačbi 5 čas 
populacijskih delitev (PDT), ki nam pove, koliko dni v povprečju potrebuje celica, da se deli 
(88). 
𝐺𝑅 [1/ℎ] =
𝑙𝑛( 𝑁2
𝑁1  
)
𝑢𝑟𝑒
 
Enačba 4: Hitrost rasti. 
𝑃𝐷𝑇 [ℎ] =
𝑙𝑛(2)
𝐺𝑅
 
Enačba 5: Čas populacijskih delitev. 
3.2.1.4 Osteogena diferenciacija MSC 
Za osteogeno diferenciacijo smo na ploščo s 24 vdolbinicami v 500 µL ustreznega gojišča 
nasadili 25.000 oz. 50.000 celic v štirih ponovitvah. Ko so celice dosegle 80 % 
konfluentnost, smo v dveh vdolbinicah gojišče zamenjali z osteogenim gojiščem (tretirane 
– Tx), v drugih dveh vdolbinicah pa smo celice gojili v gojišču za KO-MSC (kontrola – 
Ctrl). Gojišča smo zamenjali 2-3-krat tedensko. Po 21 dneh smo iz ene ponovitve izolirali 
RNA (Tx in Ctrl), drugo pa smo pobarvali z barvilom Alizarin Red S (Tx in Ctrl).    
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Sestava osteogenega gojišča (89,90): 
 gojišče za KO-MSC 
 5 % β-glicerofosfat dinatrijeve soli hidrata (100 mM) 
 1 % 2-fosfo-L-askorbinske kisline trinatrijeve soli (5 mg/mL) 
 1 % deksametazona (10 µM) 
Postopek priprave β-glicerofosfat dinatrijeve soli hidrata 
V gojišču za KO-MSC smo raztopili 0,435 g β-glicerofosfat dinatrijeve soli hidrata do 
končnega volumna 20 mL. Raztopino smo sterilizirali s filtriranjem skozi 0,2 µm celulozno 
acetatni filter. Naredili smo alikvote po 500 µL in jih shranili na -20 °C.  
Postopek priprave 2-fosfo-L-askorbinske kisline trinatrijeve soli 
25 mg 2-fosfo-L-askorbinske kisline smo raztopili v 5 mL dH2O in jo sterilizirali s 
filtriranjem skozi 0,2 µm celulozno acetatni filter. Naredili smo alikvote po 100 µL in jih 
shranili na -20 °C. 
Postopek priprave deksametazona 
V 6,4 mL etanola smo raztopili 25 mg deksametazona (10 mM). Delovno raztopino (10 µM) 
smo pripravili tako, da smo 10 mM raztopino razredčili 1:1000 v dH2O in jo sterilizirali s 
filtriranjem skozi 0,2 µm celulozno acetatni filter. Naredili smo alikvote po 1 mL in jih 
shranili na -20 °C. 
3.2.1.5 Histokemijsko barvanje z barvilom Alizarin Red S 
Gojišče, v katerem smo gojili celice, smo odstranili in celice sprali z 1x PBS. Celice smo 
fiksirali 10 minut v 10 % puferiranem nevtralnem formalinu (NFB). Po fiksaciji smo celice 
sprali z dH2O in dodali 2 % ARS. Po 30 minutah smo barvilo odstranili in celice 3-5-krat 
sprali z dH2O, dokler voda ni postala brezbarvna. Z mikroskopom smo nato slikali pobarvane 
kalcijeve depozite. Sledila je ekstrakcija ARS, tako da smo dodali 200 µL 10 % ocetne 
kisline za 30 minut. Celice smo nato s konico pipetnega nastavka postrgali z dna vdolbinice, 
vse skupaj prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirko, premešali na mešalniku in segrevali 10 
minut v vodni kopeli na 85 °C. Po končanem segrevanju smo ponovno premešali na 
mešalniku in postavili na led za 5 minut. Sledilo je centrifugiranje (10 minut, 12.000  g). 
50 µL supernatanta vzorcev smo nato prenesli na mikrotitrsko ploščico s 96 vdolbinicami. 
10 % ocetno kislino smo uporabili kot slepo. Pripravili smo tudi 6 točkovno serijsko redčenje 
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2 % ARS, pri čemer smo prvi standard pripravili tako, da smo 10 µL 2 % ARS napipetirali 
v 990 µL 10 % ocetne kisline. Slepo kontrolo, standarde in vzorca smo na ploščico nanesli 
v dvojniku. Z bralcem mikrotitrskih ploščic smo izmerili absorbanco pri 405 nm. S pomočjo 
standardne krivulje, ki prikazuje absorbanco v odvisnosti od koncentracije (mg/mL), smo 
izračunali koncentracijo barvila v vzorcu, ki smo ga tretirali z osteogenim gojiščem (Tx) in 
v vzorcu brez osteogenega tretiranja (Ctrl) (91). 
Postopek priprave 2 % Alizarin Red S 
V 100 mL dH2O smo dodali 2 g ARS in mešali 5-10 minut. pH smo uravnali med 4,1 in 4,3 
z 1 M NaOH, nato pa raztopino ARS prefiltrirali in jo shranili na sobni temperaturi.  
Postopek priprave 1M NaOH (pH 14) 
4,0 g NaOH smo raztopili v 100 mL dH2O in shranili na sobni temperaturi. 
Postopek priprave 10 % ocetne kisline 
V 100 mL bučko, ki je bila do polovice napolnjena z dH2O, smo dodali 10 mL ledeno hladne 
ocetne kisline. Nato smo z dH2O dopolnili do končnega volumna 100 mL, dobro premešali 
in shranili na sobni temperaturi. 
3.2.1.6 Izolacija RNA 
RNA smo izolirali po navodilih reagenčnega seta kemikalij peqGOLD Total RNA Safety-
Line, ki smo jih malo prilagodili. Set kemikalij vsebuje RNA vezavne kolone, kolone za 
odstranitev DNA, 2 mL zbiralne epruvete, RNA lizirajoči pufer T, RNA spiralni pufer I, 
RNA spiralni pufer II (v katerega pred uporabo dodamo 100 % etanol po navodilih 
proizvajalca) in čisto vodo brez RNaz.  
Pred začetkom dela smo ves material očistili z odstranjevalcem RNaz, da smo preprečili 
razgradnjo RNA. Iz vdolbinic smo odstranili gojišče in celice 3-krat sprali s hladnim 1x PBS. 
Dodali smo 400 µL RNA lizirajočega pufra T. Celice smo s konico pipetnega nastavka 
postrgali z dna vdolbinice, vse skupaj prenesli na kolono za odstranitev DNA, ki smo jo 
predtem postavili v 2 mL zbiralno epruveto, in centrifugirali 1 minuto na 12.000  g pri 
sobni temperaturi. Kolono za odstranitev DNA smo po centrifugiranju zavrgli, v zbiralno 
epruveto pa smo lizatu dodali 400 µL 70 % etanola in dobro premešali. Lizat smo prenesli 
na RNA vezavno kolono, ki smo jo postavili v novo 2 mL zbiralno epruveto in centrifugirali 
1 minuto na 10.000  g. Po centrifugiranju smo RNA vezavno kolono prestavili v novo 2 
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mL zbiralno epruveto, dodali 500 µL RNA spiralnega pufra I in centrifugirali 15 s na 10.000 
 g. Iz 2 mL zbiralne epruvete smo odlili tekočino, dodali na RNA vezavno kolono še 600 
µL RNA spiralnega pufra II ter ponovno centrifugirali 15 sekund na 10.000  g. Tekočino 
iz 2 mL zbiralne epruvete smo ponovno odlili, sledilo je sušenje kolone s centrifugiranjem 
na 10.000  g 2 minuti, da smo iz RNA vezavne kolone odstranili ves etanol. RNA vezavno 
kolono smo prestavili v 1,5 mL mikrocentrifugirko. Direktno na membrano RNA vezavne 
kolone smo dodali 60 µL dH2O brez RNaz, inkubirali 3 minute, nato pa centrifugirali 1 
minuto na 5.000  g, da smo eluirali RNA. Vzorce RNA smo shranili na  -80 °C. 
3.3 Delo v molekularnem laboratoriju 
Vzorcem RNA smo na NanoDrop-One Microvolume UV-Vis Spectophotometer (Termo 
Scientific, ZDA) izmerili koncentracijo in čistost na podlagi razmerja A260/A280, nato pa smo 
jih s pomočjo encima reverzne transkriptaze (RT) prepisali v cDNA (RT-PCR). Pred 
začetkom dela v sterilni komori za pripravo PCR smo delovno površino ter ves material 
očistili s 3 % hipokloritom, nato pa prižgali UV luč za 15 minut. Uporabljali smo 
avtoklavirane nastavke za pipete in mikrocentrifugirke.  
3.3.1 Material in oprema 
Laboratorijska oprema 
 PCR-komora z UV in Vis lučjo: DNA/RNA UV_Cleaner UVT-S-AK (Biosan, 
Latvija) 
 centrifuga za mikrotitrsko ploščico: CENTRIC 322A (Tehtnica, Slovenija)  
 ciklični pomnoževalnik: LightCycler 480 II (Roche, Nemčija) 
Material 
 mikrotitrska ploščica s 384 vdolbinicami: FrameStar 480/384 with qPCR Adhesive 
Sed (4titude, Združeno Kraljestvo) 
 prozorna samolepilna folija: 4ti-0569 (4titude, Združeno Kraljestvo) 
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Reagenti 
 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix (Solis BioDyne, Estonija), ki 
vsebuje: 
- polimerazo DNA HOT FIREPol  
- optimiziran pufer 
- 12,5 mM MgCl2 (1x raztopina PCR: 2,5 mM MgCl2) 
- dNTP-je, vključno z dUTP 
- barvilo EvaGreen 
- interno referenco, ki temelji na barvilu ROX 
- GC-ojačevalec 
- modro vizualizacijsko barvilo 
 ultra čista H2O 
 začetni oligonukleotidi (Macrogen, Južna Koreja, razen GAPDH Sigma-Aldrich, 
ZDA) (Preglednica II) 
Preglednica II: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov. 
gen zaporedje 5´→ 3´ optimalna konc. 
Referenčni gen 
GAPDH 
F: TGCACCACCAACTGCTTAGC 
R: TGGCATGGACTGTGGTCATG 
100 nM 
Geni za osteogene označevalce 
ALP 
F: CCAAGTACTGGCGAGACCAA 
R: GTGGAGACACCCATCCCATC 
200 nM 
COL1A1 
F: GCCAAGACGAAGACATCCCA 
R: GTTTCCACACGTCTCGGTCA 
600 nM 
OC 
F: AGCGAGGTAGTGAAGAGAC 
R: GAAAGCCGATGTGGTCAG 
200 nM 
PTHR1 
F: GCCAACTACAGCGAGTGTG 
R: GCCAGGGACACGGAGTAG 
200 nM 
Runx2 
F: AGCAAGGTTCAACGATCTGAGAT 
R: TTTGTGAAGACGGTTATGGTCAA 
200 nM 
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3.3.2 Metode 
3.3.2.1 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
Iz vzorcev cDNA z izhodiščno koncentracijo 10 ng/µL smo s serijskim redčenjem pripravili 
standardne raztopine za izdelavo standardne krivulje. Koncentracije standardov so navedene 
v Preglednici III (57-59). 
Preglednica III: Koncentracije standardov za določanje osteogenih označevalcev. 
standard (st) koncentracija [ng/µL] 
st1 2,5 
st2 1,25 
st3 0,625 
st4 0,3125 
st5 0,1563 
st6 0,0782 
 
Sledila je priprava vzorcev, pri čemer smo vzorce cDNA razredčili na koncentracijo 
standarda 3 (0,625 ng/µL). Nato smo pripravili reakcijsko zmes (Preglednica IV). 
Liofilizirane začetne oligonukleotide smo raztopili v ultra čisti vodi do koncentracije 100 
µM in pripravili delovne raztopine s koncentracijo 20 µM. Koncentracije začetnih 
oligonukleotidov (100, 200 ali 600 nM) so bile predhodno optimizirane in so navedene v 
Preglednici II (57-59).  
Preglednica IV: Priprava reakcijske zmesi za qPCR. 
Reagent / koncentracija 
oligonukleotidnih začetnikov 
100 nM 200 nM 600 nM 
ultra čista H2O 5,85 µL 5,70 µL 5,10 µL 
istosmerni (F) začetni oligonukleotid 
(20 µM) 
0,0075 µL 0,15 µL 0,45 µL 
obratnosmerni (R) začetni 
oligonukleotid (20 µM) 
0,0075 µL 0,15 µL 0,45 µL 
5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR 
Supermix 
3,0 µL 3,0 µL 3,0 µL 
 
Na mikrotitrsko ploščico s 384 vdolbinicami smo napipetirali 9 µL reakcijske zmesi in nato 
še 6 µL vzorca cDNA oz. standarda. Vzorce in standarde smo nanesli v trojniku. V trojniku 
smo napipetirali tudi slepo kontrolo oz. NTC, kjer smo namesto vzorca cDNA, dodali enak 
volumen ultra čiste H2O (57-59).  
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Mikrotitrsko ploščico smo prekrili s prozorno, samolepilno folijo in centrifugirali 3 minute 
na 1900 rpm. Pomnoževanje smo izvedli na inštrumentu LightCycler 480 II. Koraki so 
navedeni v Preglednici V, pri čemer so se koraki denaturacije, prileganja in podaljševanja 
ciklično ponavljali. Ob koncu vsakega cikla se je izmerila fluorescenca, kar nam je 
omogočilo kvantifikacijo produkta (57-59). 
Preglednica V: Cikli qPCR za EvaGreen® Supermix na pomnoževalniku LightCycler® 480. 
korak temperatura čas št. ciklov 
začetna aktivacija 
polimeraze DNA 
95 °C 12 min 1 
denaturacija 95 °C 15 s 
45 + kvantifikacija na 
koncu vsakega cikla 
prileganje 60 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 30 s 
talilna krivulja 65-97 °C 
 
Po končanem eksperimentu smo analizirali standardno krivuljo, krivuljo pomnoževanja in 
talilno krivuljo. S pomočjo standardne krivulje smo določili absolutno vrednost izražanja 
tarčnega gena, ki smo jo normalizirali z absolutno vrednostjo referenčnega gena GAPDH v 
istem vzorcu (Enačba 6). Na grafu talilne krivulje smo preverili, ali je pomnožen produkt 
specifičen (57-59).  
𝑖𝑧𝑟𝑎ž𝑎𝑛𝑗𝑒 𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑎 =
𝑐̅(𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑖 𝑔𝑒𝑛)
𝑐̅ (𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻)
 
Enačba 6: Normalizacija vrednosti izražanja tarčnega gena (59). 
3.4 Analiza rezultatov 
Rezultate, ki smo jih pridobili, smo podali kot povprečje ± standardna deviacija (SD) oz. 
samo povprečje, kjer izračun SD ni bil mogoč. Grafe smo naredili s pomočjo programa 
GraphPad.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
V magistrski nalogi smo analizirali 6 vzorcev MSC. Vsak vzorec je označen z okrajšavo 
bolnišnice oz. inštituta, kjer smo dobili vzorce (KOT, OBV, SM), imenom biobanke (BOBI), 
zaporedno številko donorja, oznako tkiva, iz katerega so bile celice izolirane (KO, M), in 
številko pasaže (p), npr. KOT BOBI 5 M p3. Trije vzorci so bili izolirani iz skeletne mišice 
gluteus medius, trije pa iz trabekularne kosti. Vzorca KO in M iz KOT in SM sta bila 
izolirana iz istega donorja, vzorca iz OBV pa sta bila izolirana iz različnih donorjev, saj je 
bila izolacija iz kosti donorja OBV BOBI 12 neuspešna.  
Celice so bile izolirane z uporabo kolagenaze in nasajene v ustreznem gojišču v gojitveno 
posodico. Celice, ki so prvič tripsinizirane, predstavljajo prvo pasažo. Presadili smo jih, ko 
so bile približno 80 % konfluentne. Opazili smo, da so celice po dodatku tripsina z 
naraščanjem števila pasaže postopno potrebovale dlje časa, da so se odlepile od podlage. 
4.1 Kinetika rasti in proliferacijski potencial MSC 
Za testiranje prve hipoteze smo spremljali kinetiko rasti celic in njihov proliferacijski 
potencial. MSC imajo namreč v primerjavi s pluripotentnimi matičnimi celicami omejen 
proliferacijski potencial. Ker so MSC v tkivih prisotne v nizkem številu, jih je potrebno pred 
uporabo namnožiti, zato je pomembno, da celice postanejo senescentne pri čim poznejši 
pasaži. Poleg tega lahko na število MSC v tkivih vplivajo tudi različna bolezenska stanja.  
V začetnih pasažah so bile celice v vseh vzorcih vretenaste oblike. Tekom gojenja celic in 
vitro smo opazili, da se je število velikih, sploščenih celic postopno povečevalo. Pri vzorcih, 
kjer so celice postale senescentne, je bila prav ta oblika celic prevladujoča, poleg tega so se 
v citoplazmi pojavile številne granule (Slika 4). Pri vseh vzorcih smo tudi opazili, da se je 
hitrost proliferacije pri poznih pasažah znižala, saj se je čas do naslednje presaditve 
podaljševal. Če smo v začetnih pasažah celice presajali na približno 5-7 dni, se je čas do 
presaditve pri poznejših pasažah podaljšal na dva pa tudi do tri tedne pri nekaterih vzorcih. 
Kumulativno število populacijskih delitev (cPD), pri katerem so celice postale senescentne, 
se je med različnimi vzorci razlikovalo. 
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Slika 4: Primer senescentnih celic - OBV BOBI M 12 p18. Število celic je bilo po tripsinizaciji nižje kot število 
nasajenih celic, kar nakazuje pojav senescence. Celice smo pobarvali z barvilom metil vijolično. Senescentne celice so 
večje ter ploščate v primerjavi s celicami v začetnih pasažah, ko so prevladovale manjše celice vretenaste oblike 
(povečava 100x). 
Vzorec KOT BOBI 5 M smo gojili do 18. pasaže, vendar kljub temu celice niso bile 
popolnoma senescentne, saj je število celic še vedno naraščalo (Slika 5). cPD je 37,4, kar 
predstavlja povprečno število delitev posamezne celice v kulturi. Število populacijskih 
delitev (PD) smo izračunali po Enačbi 2. Povprečno število PD na pasažo je bilo 2,2.  
Vzorec KOT BOBI 5 KO smo gojili do osme pasaže. Celice so najverjetneje postale 
senescentne, kar nakazuje tudi nastanek platoja na grafu (Slika 5). cPD od 2. do 8. pasaže je 
9,3. Povprečno število PD na pasažo je bilo 1,3. 
 
 
Slika 5: cPD vzorcev KOT BOBI 5 M. 
Vzorec OBV BOBI 12 M smo gojili do 18. pasaže. Celice so postale senescentne, kar lahko 
opazimo tudi na grafu (Slika 6). cPD od 2. do 18. pasaže je 36,8. Povprečno število PD na 
pasažo je bilo 2,3.  
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Vzorec OBV BOBI 18 KO smo gojili do 16. pasaže. Celice še niso postale popolnoma 
senescentne (Slika 6). cPD od druge do 16. pasaže je 28,4. Povprečno število PD na pasažo 
je bilo 1,9. 
  
Slika 6: cPD vzorcev OBV BOBI 12 in 18. 
Vzorec SM BOBI 20 M smo gojili do devete pasaže, ko so celice postale senescentne (Slika 
7). V nasprotju s pričakovanji so celice, izolirane iz skeletne mišice kadavrov, postale 
senescentne pri relativno nizki pasaži. Te celice namreč predstavljajo kontrolne celice, saj 
so bile izolirane iz donorjev brez mišično-skeletnih bolezni, zato smo pričakovali, da jih 
bomo lahko v kulturi gojili najdlje. Senescentne celice SM BOBI 20 M p9 smo v kulturi 
gojili še tri mesece, dokler večina celic ni odmrla. To dokazuje, da senescentne celice niso 
mrtve, ampak samo izgubijo sposobnost proliferacije (25). Od druge do devete pasaže je 
cPD 18,7. Na grafu lahko opazimo plato, kar nakazuje prisotnost senescence. Povprečno 
število PD na pasažo je bilo 2,7.  
Vzorec SM BOBI 20 KO smo gojili do 13. pasaže (Slika 7). Od druge do 13. pasaže je cPD 
25,4. Povprečno število PD na pasažo je bilo 1,3. 
 
 
Slika 7: cPD vzorcev SM BOBI 20. 
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Ker je zelo težko določiti število MSC v primarni kulturi, smo cPD začeli šteti s prvo pasažo. 
Povprečno število PD tekom pasaž je bilo višje pri M-MSC (2,39 ± 0,25) kot pri vzorcih 
KO-MSC (1,78 ± 0,41). M-MSC se torej v primerjavi s KO-MSC delijo večkrat v eni pasaži, 
kar bi lahko nakazovalo, da imajo KO-MSC večjo morfologijo kot M-MSC, saj smo celice 
presadili, ko so bile približno 80 % konfluentne. V primerjavi zadnje skupne pasaže MSC, 
izoliranih iz istega donorja oz. donorjev z isto patologijo, je cPD pri vzorcih M-MSC višji, 
kot pri KO-MSC. Pri KOT BOBI 5 p8 je cPD vzorca, ki je bil izoliran iz skeletne mišice, 
približno 2-krat višji kot cPD vzorca iz trabekularne kosti (18,5 : 9,3). Vzorec iz kostnine je 
bil pri tej pasaži senescenten in je to tudi končen cPD, medtem ko vzorec, izoliran iz mišice, 
pri 18. pasaži še ni bil popolnoma senescenten. cPD do te pasaže je 37,4. Pri OBV BOBI 12 
M p16 je cPD 35,2, pri OBV BOBI 18 KO p16 pa 28,4. Vzorec, izoliran iz skeletne mišice, 
je pri 18. pasaži postal senescenten, končni cPD je 36,8, medtem ko vzorec OBV BOBI 18 
KO še ni bil popolnoma senescenten. Najmanjša razlika med cPD je bila pri vzorcu SM 
BOBI 20, kjer je bil cPD pri 8. pasaži pri vzorcu, izoliranem iz skeletne mišice, 18,4, pri 
vzorcu, izoliranem iz trabekularne kosti, pa 17,40. Vzorec, izoliran iz skeletne mišice, je bil 
senescenten, medtem ko je pri vzorcu, izoliranem iz trabekularne kosti, pri 13. pasaži cPD 
25,4. Število PD se je pri tem vzorcu še vedno malo povečevalo, vendar so celice rastle 
izjemno počasi, saj smo zadnje štiri pasaže celice presajali na 17-34 dni. Večina celic je tudi 
imela senescentno morfologijo.  
Celice iz različnih donorjev so torej postale senescentne pri različnih pasažah (od pasaže 8 
naprej), kar je verjetno posledica interindividualnih razlik (genetsko ozadje, prisotnost 
bolezni…) in razlik v starosti donorjev, poleg tega so celice, ki so bile izolirane iz istega 
bolnika, vendar iz drugega tkiva, postale senescentne pri različnih pasažah. Kinetika rasti 
KO-MSC je bila tudi počasnejša kot M-MSC. To nakazuje, da so MSC tkivno specifične. 
Za lažjo primerjavo različnih študij je sicer boljše podajanje končnega cPD in ne pasaže, pri 
kateri so celice postale senescentne. Predhodne študije so pokazale, da celice postanejo 
senescentne po 10-38 delitvah, kar se ujema z zgoraj omenjenimi rezultati pridobljenimi v 
naši raziskavi. Velike razlike v številu PD prav tako pojasnjujejo z variabilnostjo med 
donorji (92). Na osnovi pridobljenih rezultatov lahko hipotezo 1 potrdimo. Kinetika rasti je 
različna med celicami, izoliranimi iz skeletne mišice in trabekularne kosti.
28 
 
4.2 Sposobnost tvorbe kolonij (CFU) MSC 
Za potrditev druge hipoteze smo izvedli test CFU. Če MSC nasadimo v nizki gostoti, 
opazimo namreč nastanek kolonij, ki nastanejo iz ene same celice. Pričakovali smo, da se bo 
CFU tekom pasaž zniževal in tudi, da bodo prisotne razlike tako med različnimi donorji kot 
celicami, izoliranimi iz različnih tkiv.  
Pri vzorcu KOT BOBI 5 M smo test CFU izvedli pri osmih pasažah (4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 
18). Pri četrti pasaži je bil CFU 11,0 %, pri 18. pa 0. Odstotek CFU se je tekom pasaž 
zmanjševal, z izjemo p10, kjer je bil CFU višji kot pri p8 (Slika 10). Pri vzorcu OBV BOBI 
12 M smo test CFU izvedli pri sedmih pasažah (4, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 17). Odstotek CFU 
je bil pri četrti pasaži 12,9, pri 17. pa nismo opazili nastanka kolonij. CFU se je zmanjševal, 
razen pri deseti pasaži je nastalo manj kolonij kot pri naslednji pasaži. Pri vzorcu SM BOBI 
20 M smo izvedli test CFU pri dveh pasažah (4, 6). Pri četrti pasaži je bil CFU 0,9 %, pri 
šesti pa kolonije niso nastale. Spreminjanje odstotka CFU vzorcev, ki so bili izolirani iz 
skeletne mišice, je prikazano na Sliki 8. 
 
Slika 8: Spreminjanje CFU tekom pasaž pri vzorcih MSC, izoliranih iz skeletne mišice. 
Pri vzorcu KOT BOBI 5 KO smo test CFU izvedli pri treh pasažah (2, 4, 7). Pri drugi pasaži 
je bil CFU 3,1 %, pri četrti 2,9 %, pri sedmi pa kolonije niso nastale. Pri vzorcu OBV BOBI 
18 KO smo test CFU izvedli pri šestih pasažah (4, 7, 8, 10, 12, 14). Pri četrti pasaži je bil 
CFU 4,5 %, pri 14. pa 3,5 %. Pri sedmi in osmi pasaži je bil CFU nižji kot pri deseti pasaži, 
nato se je vrednost počasi zniževala. Pri vzorcu SM BOBI 20 KO smo test CFU izvedli pri 
štirih pasažah (4, 6, 8, 11). Pri četrti pasaži je bil CFU 2,2 %, pri 11. pa 1,0 %. Odstotek CFU 
pri šesti in osmi pasaži je bil enak. Spreminjanje odstotka CFU vzorcev, ki so bili izolirani 
iz trabekularne kosti, je prikazano na Sliki 9. 
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Slika 9: Spreminjanje CFU tekom pasaž pri vzorcih MSC, izoliranih iz trabekularne kosti. 
 
Slika 10: S testom CFU smo spremljali spreminjanje sposobnosti tvorbe kolonij tekom gojenja celic in vitro. Slika 
prikazuje eno vdolbinico s kolonijami vzorca KOT BOBI 5 M pri pasaži 4, 6, 8, 10, 12 in 14. Število kolonij smo sicer 
pridobili na podlagi povprečja števila kolonij v treh vdolbinicah. Število kolonij se je (z izjemo p10) zmanjševalo.  S 
puščicami so prikazane posamezne kolonije. 
Vzorci, izolirani iz različnih tkiv, so imeli različen CFU. Pri vzorcih, izoliranih iz bolnikov 
z OP in OA, so bile celice izolirane iz skeletne mišice, sposobne tvoriti več kolonij kot celice, 
izolirane iz trabekularne kosti. CFU vzorca KOT BOBI 5, ki je bil izoliran iz skeletne mišice, 
je bil pri četrti pasaži 2,4-krat večji kot CFU vzorca, ki je bil izoliran iz trabekularne kosti. 
CFU vzorca OBV BOBI 12 M je bil pri četrti pasaži 2,9-krat večji kot CFU vzorca OBV 
BOBI 18 KO. Pri vzorcu SM BOBI 20 je bil CFU pri četrti pasaži sicer 2,4-krat večji pri 
vzorcu, izoliranem iz trabekularne kosti, vendar je bil CFU primerljiv z ostalima vzorcema, 
ki sta bila izolirana iz kosti, medtem ko je bil CFU vzorca, ki je bil izoliran iz skeletne mišice, 
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več kot 10-krat nižji v primerjavi z drugima dvema vzorcema. Podatki o odstotku CFU pri 
četrti pasaži so prikazani na Sliki 11.  
 
Slika 11: Primerjava % CFU pri pasaži 4. Vzorca, izolirana iz skeletne mišice donorja iz OBV in KOT, sta imela večjo 
sposobnost tvorbe kolonij v primerjavi z vzorcema, izoliranima iz trabekularne kosti. 
Najvišji CFU pri četrti pasaži sta sicer imela vzorca, izolirana iz OBV, sledita vzorca iz 
KOT, najnižji CFU pa sta imela vzorca iz SM. Vzorci, ki so imeli nižji začetni CFU, so prej 
dosegli stanje senescence v primerjavi s tistimi, ki so imeli večji začetni CFU. CFU je torej 
predvsem pri poznih pasažah povezan s preostalim številom PD celic. Najnižji začetni CFU 
je bil pri vzorcu SM BOBI 20 M, najvišji pa pri vzorcu OBV BOBI 12 M. Število kolonij se 
je tekom naraščanja pasaže večinoma zmanjševalo. Pri nekaterih vzorcih se je CFU med 
pasažama sicer nekoliko povečal, na kar bi lahko vplivalo to, da je bilo različno število 
nasajenih celic sposobno tvoriti kolonije, poleg tega je štetje samih kolonij subjektivno. 
Kljub temu pa smo se napakam v največji meri poskušali izogniti tako, da smo pri vsaki 
pasaži kolonije prešteli v treh vdolbinicah. Tudi drugo hipotezo lahko potrdimo. CFU se z 
naraščanjem pasaž zmanjšuje in se razlikuje med M-MSC in KO-MSC. 
4.3 Čas populacijskih delitev (PDT) MSC 
Za potrditev tretje hipoteze smo določali PDT, ki nam pove, koliko časa v povprečju 
potrebuje posamezna celica, da se deli. Pričakovali smo, da se bo PDT tekom naraščanja 
pasaž podaljševal in da bodo prisotne razlike med različnimi donorji ter celicami, izoliranimi 
iz različnih tkiv. 
Po vsaki meritvi smo narisali graf, ki je prikazoval logaritem števila celic v odvisnosti od 
števila ur. Graf je imel sigmoidno obliko, primer je prikazan na Sliki 12. Čas, ki so ga celice 
potrebovale za delitev, smo merili približno vsako drugo pasažo. Pri vseh celicah je rast celic 
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sledila normalni rastni krivulji, ki se je začela s fazo lag, nadaljevala s fazo log, v kateri smo 
določili PDT, in končala s fazo platoja, v kateri se je rast celic upočasnila. Proliferacijo celic 
smo spremljali do devetega oz. desetega dne. Celice, izolirane iz donorjev z OP in OA, so 
bile pri devetem oz. desetem dnevu še vedno v fazi platoja, medtem ko so celice, izolirane 
iz kadavrov, začele odmirati in se je zato njihovo število zmanjševalo. Pri vzorcu SM BOBI 
20 M se je število celic znižalo pri šesti pasaži med petim in sedmim dnem, prav tako je bilo 
pri desetem dnevu manj celic kot pri sedmem dnevu. Število celic se je zmanjšalo tudi pri 
vzorcu SM BOBI 20 KO in sicer od sedmega dneva naprej. Čas, pri katerem so bile celice v 
fazi log, smo določili glede na to, kdaj je bil PDT najkrajši. To je bilo med tretjim in petim 
dnem.  
 
Slika 12: Rastna krivulja KOT BOBI 5 KO p4 je sigmoidne oblike, na kateri lahko vidimo fazo lag, fazo log in počasen 
nastanek platoja. 
PDT KOT BOBI 5 M je na začetku nihal, pri 14. pasaži pa se je občutno podaljšal. Razlika 
v PDT med pasažo 12 in 14 je namreč skoraj 20 ur, nato pa se je čas podaljševal počasneje. 
Pri OBV BOBI 12 M je bil PDT v začetnih pasažah precej konstanten, pri 15. pasaži pa se 
je podaljšal za dobrih 16 ur. Pri vzorcu SM BOBI 20 M imamo samo dve meritvi, saj so 
celice hitro postale senescentne. Pri drugi meritvi je bil PDT 20 ur daljši kot pri prvi. 
Spreminjanje PDT pri vzorcih, izoliranih iz skeletne mišice, je prikazano na Sliki 13. 
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Slika 13: Spreminjanje PDT tekom pasaž pri vzorcih MSC, izoliranih iz skeletne mišice. 
Pri KOT BOBI 5 KO imamo samo 3 meritve in pri zadnji je bil PDT za 15 ur daljši kot pri 
prvih dveh, kar se sklada z rezultati cPD, ki nakazujejo pojav senescence. Pri vzorcu OBV 
BOBI 18 KO se je PDT do desete pasaže skrajševal, kar je nepričakovan rezultat, nato pa se 
je začel podaljševati. Pri SM BOBI 20 KO je bil PDT približno enak pri vseh štirih pasažah. 
Spreminjanje PDT pri vzorcih, izoliranih iz trabekularne kosti, je prikazano na Sliki 14. 
 
Slika 14: Spreminjanje časa populacijskih delitev tekom pasaž pri vzorcih MSC, izoliranih iz trabekularne kosti. 
Večjih razlik v PDT med celicami izoliranimi iz istega tkiva ni bilo, kar kaže na to, da 
bolezensko stanje ne vpliva na hitrost proliferacije celic. Povprečni PDT vzorcev, izoliranih 
iz skeletne mišice, pri četrti pasaži je namreč 45,3 ± 13,1 ur, vzorcev, izoliranih iz 
trabekularne kosti, pa 85,1 ± 4,0 ure. PDT vzorcev, izoliranih iz skeletne mišice, je bil v 
začetnih pasažah krajši, kot PDT vzorcev, ki so bili izolirani iz trabekularne kosti, kar kaže 
na to, da imajo celice, izolirane iz trabekularne kosti, počasnejšo hitrost rasti kot celice iz 
skeletne mišice. Podatki so prikazani na Sliki 15. PDT se v začetnih pasažah pravzaprav ni 
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veliko spreminjal. Do večje spremembe PDT je prišlo pri različnih pasažah, tako med 
različnimi donorji, kot med različnimi vzorci. Vseeno pa lahko sklepamo, da se čas podaljša 
preden celice dosežejo stanje senescence in da je to pravzaprav eden od znakov, da se celice 
bližajo senescentnemu stanju. Za senescentno stanje je namreč značilno znižanje 
proliferacijskega potenciala. Za še večjo točnost rezultatov bi lahko v prihodnje število celic 
spremljali s pomočjo pretočne citometrije, saj je uporaba hemocitometra predvsem pri 
začetnih dnevih, ko je število celic nizko, zagotovo manj zanesljiva. Tretjo hipotezo lahko 
potrdimo. PDT je pri poznih pasažah daljši kot v začetnih pasažah in je različen med M-
MSC in KO-MSC. 
 
Slika 15: Primerjava PDT [h] pri pasaži 4. Vzorci, izolirani iz skeletne mišice, so imeli krajši PDT kot vzorci, izolirani 
iz trabekularne kosti. 
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4.4 Osteogeni potencial MSC 
V drugem delu magistrske naloge smo se osredotočili na sposobnost osteogene diferenciacije 
MSC. Želeli smo preučiti, ali zdravstveno stanje vpliva na osteogeni potencial celic in ali se 
le-ta spreminja z naraščanjem pasaže. Pričakovali smo, da se bo osteogeni potencial z 
naraščanjem pasaže zmanjševal in da bo osteogeni potencial pri vzorcih, izoliranih iz 
bolnikov z OP, nižji kot pri ostalih dveh donorjih. Za potrditev sposobnosti osteogene 
diferenciacije smo osteogenezo spremljali tako z barvanjem mineraliziranih nodulov z 
barvilom Alizarin Red S (ARS), ki se specifično veže na kalcijev hidroksiapatit, ki ga 
izločajo zreli osteoblasti, kot tudi z merjenjem izražanja osteogenih genov s qPCR. Samo 
barvanje z barvilom ARS namreč ni zadosten dokaz za potrditev osteogeneze. Zaradi 
obarvanja kalcijevega fosfata, ki nastane zaradi cepitve β-GP z ALP, ki jo izločajo MSC, 
lahko namreč dobimo lažno pozitivne rezultate, poleg tega z barvanjem z barvilom ARS ne 
moremo razlikovati med mineralizacijo matriksa, pri kateri nastane hidroksiapatit, in 
distrofično kalcifikacijo, ki jo inducirajo mrtve celice (93).  
4.4.1 Histokemijsko barvanje z barvilom Alizarin Red S 
Preden smo izvedli ekstrakcijo barvila ARS, smo z mikroskopom preverili, ali so prisotni 
mineralizirani noduli (Slika 17), ki se po vezavi ARS obarvajo oranžno-rdeče in dokazujejo 
potek osteogeneze.   
Preglednica VI prikazuje pasaže, pri kateri smo pod mikroskopom videli obarvane nodule in 
pasaže, pri katerih do obarvanja ni prišlo. Pri vseh vzorcih, z izjemo SM BOBI 20 M, smo v 
začetnih pasažah opazili nastanek mineraliziranih nodulov, kar pomeni, da je osteogeneza 
pri teh vzorcih potekla. Pasaža, pri kateri do obarvanja ni prišlo, se je med vzorci razlikovala. 
Kljub temu vidimo, da celice tekom naraščanja pasaže sčasoma izgubijo osteogeni potencial. 
Pri kontrolnih vzorcih osteogeneza ni potekla, zato tudi ni prišlo do nastanka mineraliziranih 
nodulov, na katere bi se barvilo ARS lahko vezalo. 
Preglednica VI: Prisotnost oz. odsotnost obarvanih nodulov po barvanju z barvilom ARS. 
tretirani vzorci 
pasaže, pri katerih so 
obarvani noduli prisotni 
pasaže, pri katerih obarvani 
noduli niso prisotni 
KOT BOBI 5 M 3, 4, 6, 8, 10 12, 14 
KOT BOBI 5 KO 2 4 
OBV BOBI 12 M 4, 6, 8, 10, 11, 12, 14 17 
OBV BOBI 18 KO 3, 4, 6, 10, 12, 14 - 
SM BOBI 20 M - 4, 6 
SM BOBI 20 KO 4 8, 10, 12 
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Zatem, ko smo pod mikroskopom preverili prisotnost obarvanih nodulov, smo ekstrahirali 
barvilo ARS in spektrofotometrično določili njegovo koncentracijo. Pri vsaki meritvi smo s 
serijskim redčenjem pripravili 6 standardov z znano koncentracijo in naredili umeritveno 
krivuljo, s pomočjo katere smo izračunali koncentracijo ARS v vzorcih. Primer umeritvene 
krivulje je prikazan na Sliki 16.  
 
 
Slika 16: Primer umeritvene krivulje, ki smo jo uporabili za izračun koncentracije ARS pri vzorcu KOT BOBI 5 M p8. 
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Slika 17: Prikaz barvanja z ARS. Po vezavi ARS na kalcij se noduli obarvajo rdeče-oranžno. Največ jih je bilo 
prisotnih pri vzorcu OBV BOBI 12 M, pri vzorcu SM BOBI 20 M pa ni prišlo do mineralizacije. Vsi kontrolni vzorci 
so bili negativni (povečava 100x). 
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Histogram na Sliki 18 prikazuje povprečno koncentracijo barvila ARS v vzorcih brez in z 
osteogenim tretiranjem. Pri tretiranem vzorcu KOT BOBI 5 M je bila koncentracija ARS 0 
od pasaže 10 naprej, pri OBV BOBI 12 M pa pri pasaži 17. Koncentracija se je tekom 
naraščanja pasaž večinoma zniževala. Povprečno je bila najvišja koncentracija ARS pri 
vzorcih bolnikov z OA iz OBV, in sicer tako pri vzorcu, izoliranem iz skeletne mišice, kot 
tudi pri vzorcu, izoliranem iz trabekularne kosti. Največjo koncentracijo ARS smo sicer 
izmerili pri vzorcu OBV12 BOBI M pri p4 (0,313 mg/mL), pri nadaljnjih pasažah je bila 
koncentracija precej nižja, kar odraža tudi velika SD. Pri vzorcih, izoliranih iz bolnikov z 
OP (KOT), so bile vrednosti nižje kot pri vzorcih, izoliranih iz bolnikov z OA (OBV). To je 
pričakovan rezultat, ki potrjuje, da je osteogeni potencial pri bolnikih z OP nižji kot pri 
bolnikih z OA. Pri bolnikih z OP pride namreč do zmanjšanja osteogenega in povečanja 
adipogenega potenciala celic (70,71). Nepričakovani pa so rezultati iz kadavrov, saj smo 
pričakovali, da bo osteogeni potencial precej višji. Pri SM BOBI 20 M osteogeneza namreč 
sploh ni potekla, koncentracija pri vzorcu SM BOBI 20 KO pa je bila nižja kot pri vzorcu 
OBV BOBI 18 KO.  
 
Slika 18: Povprečna koncentracija ARS v vzorcih. KOT BOBI 5 M, n=5; KOT BOBI 5 KO, n=2; OBV BOBI 12 M, 
n=8; OBV BOBI 18 KO, n=5; SM BOBI 20 M, n=2; SM BOBI 20 KO n=4. 
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4.4.2 Merjenje izražanja osteogenih genov s qPCR 
Izražanje osteogenih genov smo določali s qPCR. Po izolaciji RNA smo vzorce z RT najprej 
prepisali v cDNA, nato pa smo s qPCR na cikličnem pomnoževalniku določili absolutno 
koncentracijo tarčnih molekul v vzorcih. Določali smo koncentracijo petih tarčnih genov in 
enega referenčnega gena. Po končanem cikličnem pomnoževanju, ki je bilo sestavljeno iz 
40 ciklov in izrisa talilne krivulje, smo s pomočjo programske opreme LightCycler® 480 
Software, analizirali naslednje podatke in krivulje: vrednosti Cq vseh ponovitev in njihovo 
povprečno vrednost, standardni odklon vrednosti Cq, povprečno koncentracijo produkta, 
krivuljo pomnoževanja, standardno krivuljo in talilno krivuljo. 
Za določitev koncentracije tarčnega gena smo s serijskim redčenjem pripravili 6 standardnih 
raztopin. Primer standardne krivulje, ki prikazuje Cq v odvisnosti od logaritma koncentracije 
standarda, je prikazan na Sliki 19. Optimalno je učinkovitost pomnoževanja (angl. efficiency, 
E) 1,0, kar ustreza naklonu (s) -3,32. Učinkovitost pomnoževanja je bila pri vseh izvedenih 
analizah znotraj dovoljenega območja (Preglednica VII), zato smo lahko uporabili 
standardno krivuljo za določitev koncentracije cDNA v neznanih vzorcih. Program je 
učinkovitost izračunal po enačbi E = 10-(1/naklon), zato so vrednosti za 1 enoto večje. 
 
Slika 19: Standardna krivulja pri merjenju izražanja COL1A1, ki prikazuje Cq v odvisnosti od log koncentracije. 
Optimalno se Cq standardov razlikujejo za en cikel, saj se teoretično količina cDNA v enem 
ciklu podvoji. Koncentracija cDNA vsakega naslednjega standarda je namreč za polovico 
nižja od predhodnega standarda. Podatki o Cq pri standardu 1 in 6 so prikazani v preglednici 
VII. Pri vseh izmerjenih genih je bila razlika med tema dvema standardoma 5 ciklov, kar 
kaže na to, da je bilo pomnoževanje uspešno. Primer krivulje pomnoževanja standardov je 
prikazan na Sliki 20. Standardi so bili merjeni v triplikatih in na grafu lahko vidimo, da je 
bila ponovljivost med standardi zelo dobra.  
Koncentracije tarčnih genov smo normalizirali glede na koncentracijo referenčnega gena 
GAPDH po Enačbi 6, kar omogoča, da lahko rezultate iz različnih donorjev in tkiv 
primerjamo med sabo.  
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Slika 20: Primer krivulje pomnoževanja standardov pri merjenju izražanja COL1A1, ki prikazuje fluorescenco v 
odvisnosti od števila ciklov. 
Preglednica VII: Analiza rezultatov qPCR: učinkovitost (E), naklon (s) in presečišče na osi Y standardne 
krivulje, cikel kvantifikacije standarda 1, standarda 6 in slepe kontrole (NTC) ter talilna temperatura 
(Tm). 
 ALP PTHR1 Runx2 COL1A1 OC GAPDH 
E 2,028 2,187 1,906 2,037 1,952 2,035 
s -3,258 -2,943 -3,57 -3,237 -3,442 -3,24 
Y 27,12 30,02 28,22 18,36 30,55 20,74 
Cq (st1-st6) 25,8-30,8 28,9-33,0 26,7-32,0 17,1-22,0 29,2-33,0 19,5-24,4 
Cq (NTC) 
36,4; 40,0; 
neg 
33; neg. neg. 37; 40; neg. 32; 36; neg. neg. 
Tm [°C] 84,9 85 83,5 89 88,5 84,7 
Tm (NTC) 
[°C] 
80 80 77,7 75; 79 76; 78; 81 70; 79,8 
 
Pri vsaki meritvi smo analizirali tudi NTC. Zaželeno je, da je NTC negativna, ali pa da je Cq 
NTC višji od Cq vzorca. Podatki o NTC so predstavljeni v Preglednici VII. Pri vseh analizah 
je bila NTC ali negativna ali pa višja od Cq vzorca, tako da lahko iz tega sklepamo, da je 
bila krivulja pomnoževanja posledica prisotnosti tarčnega produkta in ne kontaminacije 
reagentov s tujo DNA. 
Ker smo za določitev koncentracije cDNA uporabili nespecifičen način detekcije z barvilom 
EvaGreen®, ki se vgradi v vsako dvoverižno DNA, smo specifičnost qPCR reakcije preverili 
s talilno krivuljo. Talilno krivuljo smo izvedli po končanem cikličnem pomnoževanju. Ko je 
pri počasnem segrevanju temperatura dosegla Tm produkta, je prišlo do razklenitve 
dvoverižne DNA, kar je povzročilo padec fluorescence zaradi sprostitve barvila. Na Sliki 
21-A je prikazan primer specifične reakcije, kjer ni prišlo do nastanka dimerov. 
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Predstavljena sta dva grafa. Na grafu, ki prikazuje fluorescenco v odvisnosti od temperature, 
vidimo nenaden padec fluorescence pri Tm. Z uporabo prvega negativnega odvoda krivulje 
fluorescence v odvisnosti od časa, pa lahko podatke pretvorimo in jih prikažemo na grafu, 
ki prikazuje talilne vrhove. Višina vrha je sorazmerna s količino produkta. Podatki o Tm so 
prikazani v Preglednici VII. Pri merjenju izražanja vseh genov, z izjemo gena PTHR1, so 
bili prisotni specifični produkti. Nastanek dveh ali več vrhov nakazuje nastanek 
nespecifičnih produktov, ki jih prikazuje Slika 21-B. Pri merjenju izražanja PTHR1 so na 
grafu prisotni trije vrhovi. Vzorce, pri katerih je bil vrh dimerov višji od glavnega vrha, smo 
izključili. Pri teh je bila količina tarčnega produkta najverjetneje tako nizka, da so se dimeri 
začeli nalagati drug na drugega, zato kvantifikacija ni mogoča.  
 
Slika 21: A) Primer specifične talilne krivulje pri določanju izražanja COL1A1. B) Primer nespecifične talilne krivulje 
pri določanju izražanja PTHR1. 
 
S qPCR smo analizirali izražanje petih genov, ki so povezani z osteogeno diferenciacijo 
(ALP, PTHR1, Runx2) in z mineralizacijo kosti ter odlaganjem ekstracelularnega matriksa 
(COL1A1, OC).  
Pri vzorcu KOT BOBI 5 M je bilo izražanje ALP v tretiranem vzorcu nižje kot pri 
kontrolnem vzorcu, izražanje PTHR1 je bilo v tretiranem vzorcu 81,9-krat višje, Runx2 1,9-
krat višje, izražanje COL1A1 je bilo v tretiranem vzorcu nižje kot pri kontrolnem, izražanje 
OC pa je bilo 1,2-krat višje pri tretiranem vzorcu (Slika 22). 
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Pri vzorcu KOT BOBI 5 KO je bilo izražanje ALP v tretiranem vzorcu 4,6-krat višje, PTHR1 
8,4-krat višje, Runx2 1,3-krat višje kot v kontrolnem vzorcu, izražanje COL1A1 in OC pa 
je bilo višje v kontrolnem vzorcu (Slika 22). 
 
Slika 22: Izražanje osteogenih genov pri bolnikih z OA; KOT5 M n=7, KOT5 KO n=2. 
Pri vzorcu OBV BOBI 12 M je bilo izražanje ALP v tretiranem vzorcu 1,5-krat, PTHR1 
13,7-krat, Runx2 pa 1,2-krat višje, izražanje COL1A1 je bilo višje v kontrolnem vzorcu, 
izražanje OC pa je bilo v tretiranem vzorcu 1,2-krat višje (Slika 23). 
Pri vzorcu OBV BOBI 18 KO je bilo izražanje ALP v tretiranem vzorcu 1,7-krat višje, 
Runx2 1,2-krat višje, izražanje PTHR1, COL1A1 in OC pa je bilo višje v kontrolnem vzorcu 
(Slika 23). 
 
Slika 23: Izražanje osteogenih genov pri bolnikih z OP; OBV12 M n=8, OBV18 KO n=6. 
Pri vzorcu SM BOBI 20 M je bilo samo izražanje Runx2 3,4-krat višje pri tretiranem vzorcu, 
pri ALP, PTHR1, COL1A1 in OC pa je bilo izražanje višje v kontrolnem vzorcu (Slika 24). 
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Pri vzorcu SM BOBI 20 KO je bilo izražanje ALP v tretiranem vzorcu 1,2-krat, PTHR1 2,6-
krat, Runx2 1,5-krat višje, izražanje COL1A1 je bilo višje v kontrolnem vzorcu, izražanje 
OC pa je bilo v tretiranem vzorcu 1,1-krat višje (Slika 24).    
 
Slika 24: Izražanje osteogenih genov pri donorjih brez mišično-skeletnih bolezni; SM20 M n=1, SM20 KO n=3. 
Izražanje genov ne dokazuje poteka osteogeneze, saj je bilo pri nekaterih genih izražanje pri 
kontrolnem vzorcu celo višje kot pri vzorcu, ki smo ga gojili v osteogenem gojišču (Tx). Za 
to lahko obstaja več razlogov. Ker so celice izolirane iz starejših bolnikov, je mogoče, da so 
celice izgubile osteogeni potencial, saj se le-ta s starostjo zmanjšuje oz. pride do premika v 
zvišanje adipogenega potenciala, ali pa je na zmanjšanje osteogenega potenciala vplivalo 
zdravstveno stanje donorjev. Pri bolnikih z osteoporozo je zmanjšanje osteogenega 
potenciala pričakovano (72). Osteogenezo bi mogoče lahko spodbudili, če bi celice gojili 
pod drugačnimi pogoji, na primer na ekstracelularnem matriksu. V raziskavah so namreč 
ugotovili, da ekstracelularni matriks predstavlja okolje, ki spodbuja osteogeno diferenciacijo 
celic (94). Zelo pomembno je tudi, da se zavedamo, da je izražanje genov tekom osteogeneze 
zelo kompleksno in da se je izražanje nekaterih genov po 21 dneh gojenja že vrnilo na 
začetno raven, kar dokazuje tudi nastanek mineraliziranih nodulov, ki smo jih opazili pri 
nekaterih vzorcih. Pri poznih pasažah noduli niso nastali, tako da se osteogeni potencial celic 
verjetno znižuje. V nadaljnjih študijah bi bilo smotrno spremljati izražanje genov v več 
časovnih točkah in ne samo na koncu tretiranja, kar bi omogočilo tudi spremljanje dinamike 
izražanja genov.  
Hipoteze 4 ne moremo potrditi. Osteogeni potencial celic se tekom naraščanja pasaž verjetno 
znižuje, vendar poteka osteogeneze nismo uspeli potrditi na molekularnem nivoju.  
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5 SKLEP 
V magistrski nalogi smo preverjali kinetiko rasti MSC in spremljali osteogeni potencial 
tekom njihovega gojenja in vitro. Ugotavljali smo, ali obstajajo razlike med MSC, 
izoliranimi iz mišice in kostnine, ter ali mišično-skeletne bolezni OP in OA vplivata na 
kinetiko rasti in osteogeni potencial MSC. 
Prišli smo do naslednjih sklepov: 
1. Hipotezo 1 smo potrdili, saj je hitrost proliferacije različna med celicami, izoliranimi iz 
različnih tkiv. Pri vzorcih, izoliranih iz bolnikov z OP in OA, je bila kinetika rasti hitrejša 
pri M-MSC kot pri KO-MSC.  
2. Hipotezo 2 smo potrdili, saj se sposobnost tvorbe kolonij tekom naraščanja pasaž znižuje 
in tik preden večina MSC vstopi v senescentno stanje, celice niso več sposobne tvoriti 
kolonij. M-MSC, izolirane iz bolnikov z OP in OA, so sposobne tvoriti več kolonij kot 
KO-MSC. Največji začetni CFU so imele MSC, izolirane iz bolnikov z OA, sledijo MSC 
iz bolnika z OP, najnižji CFU pa so imele MSC izolirane post mortem.  
3. Hipotezo 3 smo potrdili, saj se čas populacijskih delitev na začetku počasi podaljšuje, 
preden celice postanejo senescentne pa se zelo podaljša. PDT M-MSC je krajši kot KO-
MSC.  
4. Hipoteze 4 ne moremo potrditi. Osteogeni potencial se tekom gojenja celic verjetno 
znižuje. Pri MSC, izoliranih iz bolnikov z OA, je bil višji kot pri vzorcih iz bolnikov z 
OP, na molekularnem nivoju pa teh razlik v osteogenem potencialu nismo potrdili. 
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